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1.1. ANTECEDENTS

La miocardiopatia dilatada (MCD) és una malaltia greu, que es manifesta
sovint en fases molt avancades en forma d'insuficiencia cardiaca congestiva
terminal. El tractament és només simptomatic i a la fase final el trasplantament
cardiac és I'nica solucié per disminuir-ne la morbiditat i mortalitat. Diversos factors
han estat identificats com a causals de la MCD tals com [lalcohol, la cocaina,
infeccions virals, heréncia, etc. Quan no se'n coneix la causa el diagnostic és de
MCD idiopatica (MCDI), afectant a un grup important de pacients sense antecedents
coneguts que justifiquin la disfuncié ventricular. Independentment dels factors
etiologics, els mecanismes finals que provoquen [lalteraci®6 miocardica so6n
desconeguts, aixi com el paper que puguin jugar inicialment o de manera constant
respostes inflamatories o immunologiques que han estat descrites en alguns
pacients (Dec i col,1994/ James i col,1993/Keren i col,1990/Diaz i col,1987).

1.1.1. Inflamacio i citoquines

Limas i cols. han demostrat que I'activacio dels limfocits T, mesurada com els
canvis de receptors solubles de la interleuquina-2 (sIL-2R) en sérum estaven
frequentment elevats en pacients amb MCDI, pero només en el 6% dels pacients
amb cardiopatia isquémica. El grup de pacients amb slIL-2R elevat es caracteritzava
per ser d’'edat més avancada, amb una proporcié de dones superior i una afectacio

ventricular més severa (Limas i col, 1995).

També Katz i cols han comprovat que una altra citoquina, TNF-o. estava

elevada de forma significativa en pacients amb insuficiencia cardiaca i a la vegada

estava involucrada en la regulacié del metabolisme de I'0xid nitric (Katz i col, 1994).
Levine i cols. van mostrar que els nivells de TNF-a sistémics estaven augmentats en

pacients caquéctics amb insuficiencia cardiaca cronica i que aquesta elevacio estava
associada a una marcada activacidé del sistema renina-angiotensina (Levine i col,
1990).

1.1.2. Oxid nitric

L’oxid nitric (NO) és una molecula que intervé en la regulacio de multiples
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sistemes, entre ells el circulatori. EI NO es sintetitza a partir de la L-Arginina per tres
enzims: la NO sintetasa constitutiva (NOS IIl), la NO sintetasa induible (NOS II), que
és Ca*' independent i que s’expressa a certs organs després de I'estimulaci per
endotoxines o algunes citoquines (Moncada i col, 1991) i la NO sintetasa neuronal
(NOS ).

Estudis en rates han demostrat que els miocits cardiacs poden expressar
NOS Il després del tractament amb citoquines. En un model de muascul papil-lar aillat

d’hamster, Finkel va demostrar que I'efecte inotrop negatiu observat quan s’afegia al
bany “tumor necrosis factor” (TNF-au), interleuquina-2 (IL-2) o interleuquina-6 (IL-6)

era degut a I'alliberament de NO després de l'activacio de la sintetasa miocardica, ja
que es podia inhibir mitjangant I'addici6 de NG-monometil-L-Arginina (L-NMA)(Finkel
i col,1992). Balligand i col (1994) van demostrar I'expressio de la NOS Il en cultius de
miocits ventriculars de rata adulta pre-tractats amb citoquines, perd no en presencia
de D-Arginina. La contractilitat cel-lular augmentava en presencia de D-Arginina. La
contractilitat cel-lular, després de ser estimulada amb isoproterenol es reduia en
presencia de L-Arginina i citoquines. Aquests resultats indiquen que l'alteracio de la
contractilitat després de I'exposicid dels miocits a citoquines inflamatories es

produeix per la induccié de NOS Il miocardic (Balligand, 1994).

Hi ha escassos estudis realitzats en pacients. De Belder i cols. van mesurar
I'activitat de la NOS Ill i de la NOS Il en pacients amb MCDI i van observar un
augment significatiu de I'activitat de I'enzim induible, acompanyat d’'una activitat
reduida de la NOS Il (De Belder, 1993). Habib i cols. van estudiar la inhibicié de la
produccié de I'd0xid nitric en pacients amb insuficiencia cardiaca congestiva
mitjancant I'administracié de L-NMA. El seu estudi va demostrar que aquells pacients
amb les resisténcies vasculars sistemiques més altes tenien paradoxalment una
major produccié de NO, ja que van respondre a I'administracid6 de L-NMA amb un
augment de les resistencies superior a I'experimentat per altres pacients (Habib i col,
1994). Winlaw va demostrar un augment de la produccié de nitrats, mesurats amb
cromatografia de gasos, en pacients amb insuficiéncia cardiaca congestiva,
secundaria a MCDI i cardiopatia isquémica, en comparacié amb 62 controls sans. Va
concloure que la vasodilatacié causada per l'Oxid nitric podria compensar la
vasoconstriccié secundaria als canvis neurohumorals de la insuficiéncia cardiaca,

sense descartar un possible efecte negatiu directe sobre la contractilitat cardiaca
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(Winlaw i col, 1994).

El significat de I'expressié de la NOS II al miocardi huma esta encara per
determinar. De tota manera, al miocardi de rata, la induccio d’aquest enzim produeix

un augment del NO i de cGMP que és toxic pel miocit.

En resum, la revisio de la literatura més recent mostra que a la MCDI
I'alteracié de la immunitat cel-lular juga un paper clar i que aguesta es manifesta a
través de mediadors com sén les citoquines, les quals a la vegada poden actuar
regulant I'expressié d’altres enzims, com son els isoenzims de la sintetasa de I'0xid
nitric. Cal destacar que la majoria d'aquestes dades han estat obtingudes en animals
d’experimentacioé o en cultius cel-lulars. Per tant, la seva confirmacid en pacients és

en aquests moments de gran interes.

1.2. MIOCARDIOPATIES DILATADES

Les miocardiopaties dilatades (MCD) constitueixen un grup de cardiopaties
que es caracteritzen per una funcié muscular anormal, que comporta una disfuncio
predominantment sistolica i diastolica d’ambdos ventricles, en general en paral-lel.
Segons l'etiologia hi ha diferents tipus de miocardiopaties: la miocardiopatia dilatada
idiopatica (MCDI), la miocardiopatia hipertrofica, la cardiopatia isquémica, la
cardiopatia valvular, la cardiopatia hipertensiva i la miocardiopatia restrictiva com a

formes més prevalents.

MIOCARDIOPATIA DILATADA IDIOPATICA:

Es tracta d'una malaltia primaria del miocardi de causa desconeguda
caracteritzada per dilatacio del ventricle esquerre (VE) o biventricular i una alteracio
de la contractilitat miocardica (Report of the Who,1980).

La incidéncia anual als Estats Units és de 5-8 nous casos per 100.000
habitants i la prevalenca ajustada per I'edat és de 36 casos per 100.000 habitants i
resulta en 10.000 morts anuals (Gillum i col,1986) (Codd i col,1989).

1.2.1. Anatomia patologica

A nivell macroscopic, series autopsiques han mostrat dilatacio biauricular i

biventricular, excedint normalment la dilatacio ventricular a la de les auricules (Silver
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i col, 1988/ Roberts i col, 1987). Es poden trobar cicatrius murals de tamany variat i
els trombus intraventriculars constitueixen una troballa frequent a les séries
autopsiques. Les troballes histologiques de la MCDI no s6n massa especifiques, sol
trobar-se hipertrofia miocitaria, nuclis grans i irregulars, pérdua miofibril-lar i
mitocondries petites, allargades i pleomorfiques (Figura 1, A i B). Aquests canvis

morfometrics de la MCDI sén independents de I'estadi clinic de la malaltia.

Figura 1. A miocardiopatia dilatada primaria amb la fibrosi intersticial

caracteristica. B miocarditis aguda amb infiltracié inflamatoria del miocardi.

A nivell subcel-lular, la microscopia electronica ha demostrat alteracions
patologiques significatives de I'arquitectura cel-lular. En un 40% de les cél-lules les

proteines contractils miosina, actina, troponina i troponina T falten o estan alterades.
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A nivell molecular existeix una reduccié significativa de la massa de les
proteines miofibril-lars en pacients amb insuficiencia cardiaca terminal. Hi ha una
reduccio de l'expressio del RNA missatger (RNAmM) de la cadena pesada de la
miosina B i de I'actina. També s’han observat canvis a I'expressié genética de les
proteines del reticle sarcoplasmatic (Hein i col, 1992 /Schaper i col, 1991). El
citosquelet de la cél-lula muscular cardiaca esta també significativament alterat als
cors de pacients amb MCDI, ja que la proteina del citosquelet conectina que
assegura la continuitat estructural de les fibres musculars relaxades i probablement
juga un important paper per determinar la conducta elastica del sarcomer, es troba
reduida i desorganitzada en els miocits dels pacients amb MCDI (Hein i col, 1994).

1.2.2. Etiologia

Diversos processos sistemics, entre els quals hi ha processos inflamatoris,
infiltratius, infecciosos, immunologics, metabolics, del col-lagen, vasculars, toxics,
neoplassics i familiars/genétics s’han implicat com a possibles etiologies de la MCD.
Quan la causa és desconeguda aleshores el diagnostic és de MCDI.

La MCD secundaria a patologies conegudes doéna quadres clinics i
morfologics similars a la MCDI, de manera que tant la idiopatica com la secundaria
representen una mateixa malaltia com a consequéncia de Il'alteracié i remodelat

miocardic secundari als processos sistemics préviament mencionats.

1.2.2.1. Miocarditis viral i MCD

S’ha suggerit que la MCD és una sequela tardana de la miocarditis
cardiotropica aguda en certes poblacions de pacients. La miocarditis humana és un
fenomen ben establert secundari a les infeccions virals produides per coxsackie B o
ecovirus (Reyes i col,1985). A la miocarditis aguda s’ha observat un increment de
quatre vegades dels anticossos neutralitzants al virus coxsackie B, pero la resposta
persistent dels anticossos a titols elevats en els estadis latents és infrequent.
Aquestes troballes concorden amb una reduccié del titol de virus vius en progressar
la malaltia, i per tant s6n analogues a les que s’observen als models murins de
miocarditis enteroviral. Recentment, les tecniques de biologia molecular (Northern

blot, Southern blot i reaccié de polimers en cadena) han estat Gtils per diferenciar
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diversos grups de pacients amb miocarditis deguda a virus d’evolucié. Depenent de
I'experiencia de l'investigador s’ha detectat el genoma de I'enterovirus entre el 5% i
un 50% de les biopsies procedents de pacients amb miocarditis cronica, miocarditis
activa o MCD (Martino i col, 1994/Archard i col, 1991/ Schawaiger i col, 1993). Els
pacients que requereixen trasplantament cardiac com a conseqguiencia de MCD
tenen una incidéncia significativament més alta de RNA viral al seu miocardi que els

controls (Bowles i col, 1989).

1.2.2.2. Mecanismes immunologics

S’han trobat alteracions a la immunitat cel-lular i humoral tant a la miocarditis
com a la MCDI; de tota manera es desconeix si aquestes alteracions s6n una causa
0 una consequencia d’aquestes malalties o si tenen un paper patogénic especific. En
teixits procedents de biopsia miocardica de pacients amb miocardiopatia dilatada
s’han trobat anticossos fonamentalment del tipus de les immunoglobulines G (Ig G).

S’han descrit autoanticossos contra diversos antigens tissulars miocardics entre els
que es troben estructures de membrana (miolemma, sarcolemma i receptor [3

adrenergic) (Herzum i col,1989/Maisch i col,1986/Obermayer i col,1987) i proteines
intracel-lulars (miosina i antigens mitocondrials) (Caforio i col,1992/Klein i
col,1984/Schulteiss i col,1983/Shulze i col,1990). També s’han identificat anticossos
contra cél-lules endotelials en pacients amb MCD (Maisch i col,1991). Per exemple,
els anticossos antinuclears i antifibril-lars s’han relacionat amb la insuficiéncia
cardiaca (Maisch i col,1983).

També en els darrers anys hi ha un interes creixent en estudiar el
polimorfisme de l'antigen leucocitari huma (HLA) com a factor de risc independent
pel desenvolupament de MCD. Les molécules de HLA a la superficie de les cél-lules
presentadores d’antigen (com les cel-lules de I'endoteli vascular i les cel-lules
intersticials del miocardi) formen complexes amb antigens propis o antigens propis
alterats, analegs a un complexe amb antigen extrany-HLA, que condueix a una
reacci6 autoimmune (Kuhl i col,1994). Dades preliminars mostren algunes de les
associacions positives i negatives de la HLA amb la MCD. Per exemple, hi ha un
augment de I'expressio dels antigens HLA-B27, HLA-A2, HLA-DR4, HLA-DQ4 i HLA-
DQ8 en pacients amb MCD, mentre que la frequéncia de I'expressié del HLA-DRW6
esta significativament reduida en aquests pacients (Anderson i col,1984/Li i




Josefina Orus Puigvert Introduccid

col,1993). En teoria, aquestes anomalies immunogenétiques en certs subgrups de
MCD podrien donar lloc a una resposta immunitaria alterada, responsable de I'etapa
postviremica de la MCD. Per tant, les hipotesis viral i autoimmune de la patogenia de

la miocarditis i de la MCD no s6n muUtuament excloents.

1.2.2.3. Factors familiars, genetics i moleculars

Les miocardiopaties familiars es divideixen en dos amplies categories: (1)
aberrancia en la sintesi de proteines contractils i estructurals i (2) malalties del
metabolisme energétic cardiac, entre les que es troben les anomalies de I'oxidacio
dels acids grassos i de la fosforilacié oxidativa. Els defectes de les proteines
contractils i estructurals inclouen la miocardiopatia hipertrofica familiar i les distrofies
musculars lligades al cromosoma X amb o sense MCD. Els errors congenits de
I'oxidacid dels acids grassos i de la fosforilacié oxidativa es manifesten frequentment
com a miocardiopatia hipertrofica (MCH), encara que tenen una forma dilatada amb

severitat variable (Kelly i col,1994).

L’'analisi de nombroses families amb MCD ha demostrat que al voltant del
20% de totes les miocardiopaties dilatades poden ser de tipus familiar (Dansky i
col,1994/ Michels i col,1992). Dos tercos dels familiars afectats dels pacients amb
MCD estan asimptomatics adhuc en preséncia d’evidéncia ecocardiografica de la
malaltia. S’ha observat que la forma autossomica dominant és la forma més frequent
d’herencia, encara que hi ha unes poques families amb una heréncia autossomica
recessiva i en daltres unida al cromosoma X (Morian i col,1994/Berko i
col,1987/Michels i col,1992). El defecte genétic de la miocardiopatia dilatada pot
estar limitat al teixit miocardic o pot implicar a multiples organs com s’observa a la

distrofia miotonica, manifestant-se com una malaltia sistemica.

La miocardiopatia lligada al cromosoma X és una forma infreqient de MCD
que es manifesta en homes joves com una insuficiencia cardiaca primaria
rapidament progressiva. En les dones portadores és una malaltia lentament
progressiva d’inici tarda. Dades recents suggereixen que el pacient amb MCD
ligada al cromosoma X presenten un defecte al gen de la distrofina localitzat al bra¢
curt del cromosoma 21 (Xp21). Aquest defecte genetic déna lloc a I'expressio

reduida de la distrofina miocardica sense afectar I'expressié de la del muscul
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esqueletic.

La distrofia miotonica és un altre tipus de miocardiopatia hereditaria que
afecta al miocardi i al teixit de conducci6. La malaltia es transmet com un tret
autossomic dominant i els pacients presenten defectes de conduccio i insuficiencia
cardiaca. L’analisi genetica ha trobat que la malaltia esta relacionada amb el gen de
la proteinquinasa de la miotonina al bra¢ curt del cromosoma 19 (19g13). Una
expansié en el nombre de trinucledtids GCD repetits a les regions 3’ del gen de la

miotonina proteinquinasa és responsable de la distrofia miotonica

Miocardiopatia mitocondrial. A part de les mutacions en el DNA del nucli
descrites, s’han implicat a les miopaties familiars mutacions al DNA mitocondrial. Les
mitocondries, petites organel-les intracitoplasmatiques que constitueixen el lloc
primari del metabolisme aerobic (cicle de Krebs i fosforilacio oxidativa), tenen també
quantitats significatives de DNA genomic. Se sap des de fa temps que les mutacions
del DNA mitocondrial estan implicades a la transmissio d’algunes malalties com les
encefalopaties i miopaties (Carter i col,1994). Aquestes mutacions s’han estudiat
també tant a la MCD com a la miocardiopatia hipertrofica i s’ha trobat que inclou tant
mutacions puntuals com deleccions amplies del DNA. Com que totes les
mitocondries de la descendéncia d’ambdos sexes s’hereten de l'oocit matern, la
transmissié de la miocardiopatia mitocondrial com les miocardiopaties unides al
cromosoma X, és fa a través de la mare. De tota manera, la presentacid fenotipica
de la malaltia a la MCD mitocondrial és complexa degut a que una cél-lula consta de
nombroses copies de DNA mitocondrial. EI quocient de genoma mitocondrial mutant
en relacié al normal varia de teixit a teixit i de persona a persona. Posteriorment a

I'apartat 1.5 de la introduccié s’aprofundeix a les miocardiopaties mitocondrials.

1.2.2.4. Mecanismes neurohormonals

Independentment de la causa de la MCD, els mecanismes fisiopatologics de
la malaltia son comuns. La MCD esta marcada per una reduccio de la funcio
contractil que de forma concomitant redueix el volum minut i el cabal cardiac. Quan
el cabal cardiac es veu significativament reduit, s’activen multiples mecanismes
neurohormonals incloent el sistema nervids simpatic, el sistema renina-angiotensina,

el sistema de la vasopressina i prostaglandines i la produccio de factor natriuretic
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auricular (FNA) (Packer i col,1987). El resultat d’aquesta tempesta neurohormonal és
un augment de la freqiiéncia cardiaca, una reducci6 de la contractilitat i un augment

de la resisténcia periferica total.
Sistema nervids simpatic

L'activacié del sistema nerviés simpatic en els pacients amb insuficiencia
cardiaca (ICC) representa el mecanisme compensador més important induit com a
resultat d’'una reducci6é del cabal cardiac. Els nivells de noradrenalina plasmatics
estan marcadament elevats i es correlacionen amb la severitat de la ICC (Parmley i
col,1990/Benedict i col,1994). No queda clar que és el que desencadena la resposta
simpatica. Resultats dels estudis de Disfuncido Ventricular Esquerra (SOLVD)
suggereixen que I'activacio simpatica precedeix a I'aparicié de signes i simptomes de
ICC i de fet pot precedir a l'activacié de l'eix renina-angiotensina (Benedict i
col,1994).

1.2.2.4.1. Sistema renina-angiotensina

El paper del sistema renina-angiotensina a la patogenia de la ICC ha estat
objecte de diversos estudis. La seqiencia dactivaci6 del sistema renina-
angiotensina va ser estudiat primer per Watkins i col (1976) en un model
experimental. La reduccié del cabal cardiac déna lloc a la sintesi de renina amb un
augment posterior dels nivells d’angiotensina Il i aldosterona en plasma, que resulta
en vasoconstriccié i retencié de liquid. Quan aquest mecanisme compensador
corregeix el cabal cardiac fins a valors normals, I'eix renina-angiotensina torna a la
situacio basal (Benedict i col,1994). Alguns estudis suggereixen l'existéncia de
sistemes miocardics tissulars renina-angiotensina. S’ha demostrat la presencia de
receptors funcionants d’angiotensina Il en cors d’individus normals i de pacients amb
ICC (Urata i col,1989). Diversos estudis indiquen que I'angiotensina Il miocardica
esta implicada en el remodelat ventricular secundari a la dilatacié cardiaca en
pacients amb ICC (Nattilan i col,1989). El tractament de pacients amb ICC amb
inhibidors de I'enzim conversor de l'angiotensina (IECA) ha mostrat una reduccio
significativa dels volums telesistolic i telediastolic en relacio als pacients tractats amb
placebo (Konstam i col,1992). Encara que la reduccio de I'estres parietal del ventricle
esquerre resultant de la reduccié de la post-carrega podria haver contribuit a aquest

procés, no es poden excloure els efectes tissulars locals de I'angiotensina Il.
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1.2.2.4.2. Vasopressina

Els nivells de vasopressina plasmatica, de forma similar a la noradrenalina
plasmatica i la renina estan també elevats en proporcié a la severitat clinica de la
ICC (Yamane i col,1968). En alguns estudis s’ha implicat a la vasopressina entre els
mecanismes vasoconstrictors necessaris per la milloria hemodinamica (Nicod i
col,1985). Els nivells elevats de vasopressina son responsables de la hiponatrémia,
marcador de mala perfusi6 i mal pronostic a llarg termini en pacients amb

miocardiopatia congestiva.

1.2.2.4.3. Factors natriuréetics

Es coneixen tres péptids natriuretics. EI ANP (péptid natriurétic auricular) que
s'allibera al miocardi auricular, com a resposta a laugment de la pressio
d’ompliment. EI BNP (péptid natriuretic cerebral) que es troba al cervell, encara que
el seu lloc principal de sintesi és el miocardi ventricular i s’allibera com a resposta a
'augment de l'estrés de la paret i a la pressio d’'ompliment. EI CNP que es sintetitza
a I'endoteli vascular. Els peéptids natriuretics produeixen un efecte vasodilatador, una
disminucié de la resisténcia periferica i en conseqiéncia una disminucié de la
pressio arterial. Tenen un efecte dilrétic i natriurétic i suprimeixen el sistema renina-

angiotensina, el sistema nervios simpatic i 'endotelina.

El BNP seria el marcador idoni per al ICC perque es sintetitza de forma
intermitent i no es diposita en granuls, ha demostrat en diferents estudis tenir una
sensibilitat i especificitat superior que la resta de péptids i t¢ a més a més una vida
mitjana suficientment curta (20 min) que li permet reflectir de forma instantania els

canvis que es produeixen a 'hnemodinamica del pacient.

Les aplicacions cliniqgues de la determinacio del BNP sén sobretot coneixer
I'origen de la dispnea a urgéncies, pero també té un valor pronostic a la ICC aguda i
també pot ser d'utilitat en el despistatge de cardiopatia o en la disfuncié diastolica
(Maisel i col, 2002).

1.2.2.5. Paper de les citoquines

Es pensa que la MCDI podria iniciar-se com una inflamaciéo cardiaca

11
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subclinica, no diagnosticada, que alliberaria citoquines i factors de creixement i que
afectaria no només als miocits, siné que tindria un paper important en la regulacio
secundaria de la hipertrofia dels miocits i la fibrosi intersticial, que és el patro
caracteristic de la MCDI (Herskowitz i col,1993/Roberts i col,1987/Ferrans i
col,1989).

Les citoquines son proteines de baix pes molecular, produides per una gran
varietat de cel-lules (macrofags, limfocits, etc.) que poden comportar-se com a
hormones, tenint un efecte tant a nivell local com sistemic. La seva interaccié amb
les cél-lules diana és a nivell de receptors especifics. Actuen com elements
integrants d’'una xarxa o sistema funcional amb interconnexions en cascada i circuits

de retroalimentacio positius i negatius (Backwill i col,1989/ Gillis i col,1989).

Tsujino i cols. (1994) també van demostrar que en cultius de cardiocits de
rata, I'administracio de IL-1B induia I'expressio del RNAm per la NOS Il perd no per
la NOS IlI; la inducci6 s'inicia a les 6 hores i arriba a un maxim a les 48 hores.
Aquest estudi també va demostrar per immunohistoquimica que el RNAm de la NOS

Il induit per la IL-21p i la immunoreactivitat “Inos-like” estaven exclusivament

localitzades en els miocits cardiacs encara que s’expressaven en una petita

proporcio als no-miocits (Tsujino i col,1994).

També, Katz i col. han comprovat que una altra citoquina, TNF-o. estava

elevada de forma significativa en pacients amb insuficiencia cardiaca i a la vegada

estava involucrada en la regulacié del metabolisme de I'0xid nitric (Katz i col,1994).
Levine i col. (1990) van comprovar que els nivells de TNF-o. sistemics estaven

augmentats en pacients caquéctics amb insuficiéncia cardiaca cronica i que aquesta

elevacio estava associada a una marcada elevacio del sistema renina-angiotensina.

El paper de certes citoquines en la patogénia de la MCD ha intrigat a molts

investigadors. S’ha demostrat que 'augment de la concentracié tant de interleuquina-
6 (IL-6) com de factor de necrosis tumoral o (TNF-a) s’associa amb insuficiencia

cardiaca avancada. L’accidé proinflamatoria d’aquestes citoquines pot fer una

contribucié significativa a la patogénia de la insuficiencia cardiaca descompensada.

El TNF-a produeix un efecte inotropic negatiu reversible i experimentalment pot

produir ICC amb edema pulmonar. EI TNF-o és també capac de produir una

12
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miocardiopatia que es caracteritza per remodelat i dilatacié ventricular (Levine i
col,1990). Es més, s’ha demostrat que el cor miocardiopatic genera TNF-o (Matsuri i

col,1994). Posteriorment a l'apartat 1.4 de la introducci6 es comentaran les

citoquines estudiades de forma individual.

1.2.2.6. Endotelina

Existeix una altra familia de péptids vasoconstrictors produits per la cel-lula
endotelial, anomenats endotelines i que estan augmentades en la circulacid de
pacients amb MCD (Hiroe i col,1991). S’han descrit al menys tres isoformes
d’endotelina. Les isoformes madures s’obtenen a partir de les “grans endotelines”
precursores, per mitja de l'accié d’'un enzim conversor de I'endotelina (Packer i
col,1993). Els pacients amb ICC tenen nivells plasmatics marcadament elevats de la
“Big endothelin”, independentment de [I'existencia d'una historia d’hipertensié o
cardiopatia isquemica previes. Els nivells plasmatics d'aquesta isoforma de
I'endotelina guarden una relacio estreta amb la situacié clinica o el grau funcional de
la NYHA dels pacients, aixi com amb variables hemodinamiques com la fraccié
d’ejeccio del VE, la pressio de l'auricula dreta i la pressié d’enclavament capil-lar
pulmonar (Wei i col,1994). Es més, s’ha observat una supervivéncia curta en els
pacients amb ICC que tenen els nivells de “Big endothelin” més elevats (Packer i
col,1993). El significat fisiopatologic d’'un augment de I'endotelina | al plasma de
pacients amb ICC no esta molt clar. Els canvis a les concentracions plasmatiques
d’endotelina | en pacients amb ICC i com a resposta a canvis posturals sén paral-lels
a l'augment de noradrenalina plasmatica i a altres mediadors coneguts de la
resposta neurohormonal (Stewart i col,1992). En un model experimental de ICC, s’ha
demostrat que I'endotelina augmenta els nivells plasmatics de peéptid natriuretic
auricular, vasopressina i aldosterona (Cavero i col,1990). Considerades en conjunt,
aguestes observacions amb altres papers paracrins de I'endotelina I, com l'accio
inotropica positiva sobre el miocardi, I'accio hipertrofica sobre els miocits i I'activitat
antinatriurética al ronyé (Ito i col,1991/Miller i col,1989/ Moraves i col,1989),
suggereixen un paper compensador com a resposta a l'estres hemodinamic

relacionat amb la severitat de la disfunci6 del VE.
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1.2.2.7. Factor de relaxaci6 derivat de I'endoteli

Les cél-lules endotelials sintetitzen a més de les endotelines, diferents
substancies que en situacié basal, i com a resposta a certs estimuls fisics com
'augment de velocitat de cizallament, produeixen relaxacid local del muscul llis
donant vasodilatacio. Aquestes substancies s’anomenen col-lectivament factor de
relaxacié derivat de I'endoteli (EDRF)(Luscher i col,1986/ Fostermann i col,1981/
Luscher i col,1987/ Greenberg i col, 1987). Una de les substancies EDRF més
ampliament estudiades és I'0xid nitric. La vasodilatacio depenent de I'endoteli
induida per I'acetilcolina o metilcolina esta marcadament reduida en pacients amb
ICC, mentre que la vasodilatacio independent de I'endoteli, induida per nitroprussiat
esta intacta (Benedict i col,1994/Kubo i col,1991). El mecanisme d’aquesta depressio
de la vasodilatacié induida per I'endoteli en pacients amb ICC no esta clar; encara
que, aquesta vasodilatacio local accentuada desvia l'equilibri més cap a la
vasoconstriccio periférica mediada pels mecanismes neurohormonals. Més encara,
les diferencies regionals de la vasodilataci6 depenent de I'endoteli poden ser
responsables en part, de la diferéncia en la distribucié del cabal cardiac en repos i
durant I'exercici (Zelis i col,1968/ Kubo i col,1991). En conjunt, aquests resultats
suggereixen gque a I'ajustar de forma individual el tractament vasodilatador per tal de
reduir la postcarrega en aquests pacients, s’han de tenir en compte, a part de les

neurohormones circulatories, els mecanismes locals de regulacié vasomotora.

El terme idiopatic és cada vegada menys aplicable a les miocardiopaties
dilatades. La biologia molecular i la investigacid clinica han fet progressos
significatius. Per desgracia, els avencos significatius en la comprensio de la causa i
els mecanismes de la malaltia a la MCDI no s’han vist complementats per millores
significatives en els medis terapeutics. Excepte rares excepcions, nomes tractem de
forma indirecta la MCD controlant la sindrome de la ICC. S’ha de tenir present que
la MCDI continua tenint una morbi-mortalitat inacceptablement elevada i per tant

segueix sent un repte pels investigadors.
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1.3. OXID NITRIC

1.3.1. Bioquimica del NO

L’oxid nitric (NO) és un gas incolor, amb una solubilitat similar a I'oxigen en
mitja aquds i que actua com a missatger biologic en solucions fisiologiques. Una de
les caracteristiques quimiques principals del NO és la de presentar una valencia
lliure a la seva estructura molecular (un electr6 desaparellat) (Fig.2). Per aquest
motiu el NO és capac de participar en reaccions de transferéncia d’electrons amb
determinades molécules, especialment aquelles que presenten un electro

desaparellat (per exemple, radicals lliures).

‘N-+ -0 > .N::O

Figura 2. Diagrama de Lewis de l'estructura del NO.

El NO té la capacitat termodinamica de dur a terme oxidacions de
determinades molécules. L'espécie redox resultant, I'anié nitrosilo (NO-)(que pot
actuar com agent reductor) pot reaccionar amb grups tiols en una reaccido que
produeix S-nitrosotioles i genera NO i/o peroxinitrits (ONOO-). En canvi, la reduccio
d’'un compost mediada per NO només es produeix en el cas de que el compost que
reaccioni amb el NO sigui un oxidant fort. L'oxidacié del NO dona lloc, per tant, a la
formacio de I'espécie radical NO+, la qual pot nitrosilar grups amino, grups sulfidrils o
inclis anells aromatics. En realitat, entre els agents oxidants candidats a reaccionar
amb NO+ es troben els segients radicals: dioxid de nitrogen (NOZ2), els grups
hidroxils o bé I'agent ONOO-; l'efecte net d’aquestes reaccions és la formacio
d’estructures de tipus radical-radical. Aquests compostos formats amb NO juntament
amb els seus productes de reaccions secundaries i els productes d’oxidacio i
reduccio del NO son capaces de reaccionar amb metalls de transicid, grups tiols i
substractes addicionals, donant lloc a una gamma amplia de productes que
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presenten una activitat biologica rellevant, taules 1-2 (Stamler i col,1992).

Taula I. Interaccions bioquimiques del NO i espécies redox relacionades.

Espécies redox
Derivades del NO

Reactius

Productes finals

NO

Metalls de transicio

Hemoglobina(Fe2)-NO

Oxigen (02) Nitrits (NO-2)
Superoxid Peroxinitrits (ONOO-)
NO+ Amines Nitrosamines
Tiols Proteina(Cis)S-NO
Anells aromatics Ar-NO
NO- Dimeritzacio N20
Tiols R-S-OH,RS-SR
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Taula Il. Bioregulacio de proteines mediades per NO.

Membranal
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Receptor NMDA
Canal Kca+
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GAPDH
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Aldehid

deshidrogenasa

3-glutamilcisteina

sintetasa
Actina
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AP-1
NF-AB
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Albumina
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Guanilat ciclasa
Hemoglobina
Aconitasa
Ciclooxigenases
Citocrom P450
NOS
Complexes lill
de la cadena

respiratoria

SoxRS

1.3.2.

Isoformes de NOS.

(Stamler,1994)

S’han utilitzat diferents nomenclatures per designar les diferents isoformes de
NOS. Entre aquestes s’hauria de destacar la nomenclatura numérica suggerida I'any
1991 per Forstermann i col, la qual es basa en l'ordre historic de purificacié de les
isoformes de NOS (Taula Ill). Altres autors prefereixen tanmateix, descriure
aquestes isoformes sobre la base dels tipus cel-lulars o teixits d’'on deriven aquests

enzims, o bé de la seva expressio constitutiva o induible. A la taula Ill es fa un resum

de les diferents nomenclatures, aixi com una breu descripcio.
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Taula lll. Nomenclatures de NOS.

Numerica Descriptiva Definicio
NOS | b-NOS ( brain NOS) NOS de baix rendiment que s’expressa
(0 NOS 1) c-NOS (expressio constitutiva de NOS) | constitutivament i que la seva activitat
n-NOS (forma neuronal) es regula per la concentracié de Ca2+
nc-NOS (isozima NOS constitutiva, intracel-lular.
neuronal)
NOS II i-NOS (forma induible) NOS d’alt rendiment. La seva expressié
(0 NOS 2) mac-NOS (NOS de macrofag) s'indueix per citoquines i la seva
hep-NOS (NOS d’hepatocit) activitat és independent de la
concentracio de Ca2+ intracel-lular.
NOS Il e-NOS (NOS endotelial) NOS de baix rendiment que s’expressa
(0 NOS 3) c-NOS (NOS d’expressio constitutiva) | constitutivament i que la seva activitat
ec-NOS (NOS endotelial,constitutiva) es regula per la concentracié de Ca2+
intracel-lular.

Cada isoforma de la NOS presenta els mateixos dominis catalitics. La seva
caracteristica principal és que estan constituides per un domini reductasa en I'extrem
COOH terminal i un domini oxidatiu en I'extrem NH, terminal. L’estructura primaria
del domini reductasa de les isoformes de NOS presenta seqiiencies consens per la
unié de nicotinamida adenina dinucleotid fosfat (NADPH), flavina adenina dinucleotid
(FAD) i flavina mononucleotid (FMN). ElI domini oxigenasa conté llocs d’unid per a la
L-arginina, tetrahidrobiopterina, i un grup ferro-protoporfirina IX (hemo). A més, cada
isoenzim presenta una sequéncia d’'unié a la calmodulina, aixi com una extensié N-
terminal la qual no és essencial per a la catalisi i té una funcid6 més relacionada amb

la localitzacio intracel-lular de I'enzim.

1.3.2.1. Activacio enzimatica de les isoformes de NOS.

Les isoformes NOS | i NOS Ill s’expressen constitutivament pero l'activacio
enzimatica requereix I'estimulacié de la via Ca?'/calmodulina. La sintesi i
alliberament de NO per aquestes isoformes constitutives és rapida i no depeéen de la
nova sintesi proteica. Per tant, la seva activitat és dependent dels nivells
intracel-lulars de Ca®*. En canvi, la isoforma NOS Il és induible, és a dir, el gen que

codifica per aquesta isoforma no es transcriu en la cel-lula al menys que aquesta
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hagi rebut algun tipus d’estimul mitjancant citoquines i/o lipopolisacarid bacteria
(LPS). Una vegada aquesta isoforma s’ha induit, I'enzim produeix grans quantitats
de NO i la seva activitat és independent dels nivells intracel-lulars de Ca*".

L'activacié enzimatica es realitza mitjancant la formacié d’'un homodimer que
permet I'oxidacio, dependent de NADPH, de cinc electrons de la L-arginina generant
NO. Els electrons son substituits per NADPH, transportats a través de les flavines i
presentats al grup hemo amb funcié catalitica. Les seqiiéncies d'unio per a la flavina
i el NADPH es troben localitzades a I'extrem carboxil del NOS, sent aquesta regio

estructuralment homologa amb la de I'enzim citocrom p-450 reductasa.

Un dels models d’activaci6 de NOS es mostra a la figura 3 (Stuehr i col,
1997). La formacio d’'un enzim actiu de NOS podria tenir lloc en dues modificacions
sequencials post-traduccionals. Primer, la proteina adquireix un domini reductasa
funcional mitjancant la uni6 de FAD, FMN i en el cas de NOS2 CaM (Cho i col,
1992). Aix0 genera un monomer que €s capa¢ de catalitzar la transferencia
d’electrons des de NADPH pero és inactiu a I'hora de sintetitzar NO. Els monomers
s’engranen per formar un dimer en una reaccio que requereix la presencia de grups
hemo. La formaci6 de dimers es veu acompanyada per la incorporacié de
tetrahidrobiopterina (BH4) en la proteina (una tetrahidrobiopterina per subunitat)
(Griffith i col, 1995/ Marletta i col, 1993). La interaccid6 dimérica probablement
solament abraca els dominis oxidatius de cada subunitat. La formacio del dimer de
NOS en presencia de tetrahidrobiopterina, junt amb L-arginina, altera I'estructura del

grup prostetic hemo possibilitant I'activacié enzimatica.

19



Josefina Orus Puigvert Introduccid

Hemo | Hemo

CaM CaM
FMN FMN
FAD FAD
(" A
[;] / Homo_dime_ro NOS
Inactiu
ARNmM - » - » L-Arg
deNOS2 oM CaM | Hemo CaM BH, BH
FMN FMN FMN \ 4
FAD FAD FAD
~ < Hemo | Hemo
BH, BH,
CaM CaM
FMN FMN
FAD FAD

Homodimero NOS
actiu

Figura 3. Model d’engranatge de NOS Il de formacié d’'un dimer actiu (Stuehr, 1997).

1.3.2.2. Efecte de la tetrahidrobiopterina a I'activacio del NOS.

(6R)-5,6,7,8- tetrahidrobiopterina (BH4) actua com a cofactor d'un tipus
d’enzims que hidroxil-len els aminoacids aromatics fenilalanina, tirosina i triptofan
(Nichol i col, 1985). Aquests enzims utilitzen BH, com donador d’electrons cooxidant-
se amb els aminoacids substrats i donant lloc a BH,. En preparacions cel-lulars
aquests productes d’oxidacié son reciclats per tornar a donar lloc a BH; mitjancant

I'’enzim dihidrofolat reductasa.

Les tres isoformes de NOS requereixen el cofactor BH, per a la seva activitat
catalitica (Mayer i col, 1990). L'efecte de BH; en la sintesi de NO és altament
especific i es realitza a concentracions nanomolars. Estudis realitzats per Giovanelli
i col (1991) mostren que la BH, més que actuar com un donador d’electrons, actua
com un efector alosteric de NOS. Com a recolzament d’aquesta hipotesi existeixen
dades que mostren que la BH; és requerida com un estabilitzant de l'estructura

dimérica de NOS Il en macrofags (Baek i col, 1993).
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Tanmateix, el paper de BH4; no es confina només al seu efecte sobre la
conformacioé de NOS. A I'any 1994, Griscavage i cols., mentre estudiaven el possible
efecte de NO en la inhibici6 enzimatica de NOS, suggeriren una nova funcio
reguladora de la BH,4. Aquests investigadors trobaren que la BH4 era molt efectiva en
el restabliment de Il'activitat de NOS després de la inactivacid d’aquest enzim.
D’aquesta manera BH,4 pot desenvolupar un efecte de proteccié de NOS davant una
inhibici6 mediada pel seu producte enzimatic.

1.3.2.3. Regulacio especifica de les diferents isoformes de
NOS mitjancant la calmodulina.

La primera NOS purificada va ser la forma constitutiva aillada a partir del
cerebel de rata (Bredt i col, 1991). La pérdua d'activitat observada durant la
purificacié porta a la conclusié de que es requeria CaM per a aquesta isoforma. NOS
€s un enzim estrictament dependent de CaM que I'activa facilitant la transferencia
d’electrons des del domini reductor fins el domini oxigenasa. La sequéncia consens
per a la uni6é de la CaM esta localitzada prop del centre de NOS, separant el domini
oxigenasa del domini reductasa. A I'any 1993, i basant-se en estudis realitzats sobre
flux d’electrons, Abu Soud i col (1993) conclogueren que quan no hi ha unié entre
Ca?*/CaM i NOS, el domini reductasa no pot subministrar electrons al grup hemo;
mentre que quan el complex CaM esta unit a I'enzim aquest s’activa, permetent la

comunicacié electronica entre aquestes dues subunitats.

Una diferéncia fonamental entre els isoenzims de NOS és que mentre la unio
de CaM a les formes NOS | i NOS lll respon a canvis fisiologics en la concentracio
de Ca?*, NOS Il uneix CaM independentment de les concentracions intracel-lulars de
Ca®". Un fet que explicaria aquest fenomen seria I'existéncia en NOS | i NOS Il d’un
insert de 40 residus en el domini FMN (residus 594-638 en NOS Il humana i 830-870
en NOS | de rata) que no es troba en NOS Il. Peptids sintetitzats in vitro amb la
mateixa sequéncia competeixen per la unido de CaM, segons experiments realitzats
per Salerno i col (1997). Aquest insert que es troba prop del domini de
reconeixement de CaM actuaria com un inhibidor de la unié de CaM en les isoformes
NOS | i NOS Ill. D'aquesta forma, la unié Ca®" independent de CaM a NOS2 es
produiria per I'especificitat de la sequéncia d'unié6 de la CaM dins de l'estructura

primaria de NOS II; mentre que en isoenzims que contenen l'insert inhibidor, només
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la forma de CaM que uneix CA** seria capac de desplacar 'insert inhibidor i, per tant,

activar I'enzim.

1.3.3. Sintesi de NO a partir de I'oxidaci6 de la L-arginina.

A Tl'actualitat es desconeix el mecanisme precis de la formaci6 de NO.
Tanmateix, els passos quimics de formacié de NO semblen ser idéntics en les tres
isoformes degut al requeriment dels mateixos cofactors. EI model més ampliament
acceptat és el de I'oxidacié de cinc electrons d’un nitrogen del grup guanidi de la L-
arginina, formant NO i el seu coproducte L-Citrulina. Aix0 s’acompanya d’'una
reducci0 NADPH-dependent de l'oxigen molecular (Mayer i col, 1991), el qual
s’incorpora als dos productes finals de la reaccio. Estudis amb NOS | i NOS Il
indiquen que la sintesi de NO a partir de la L-arginina es realitza en dos passos en
els que es produeix N®- hidroxil-L-arginina com a producte intermedi (Stuerhr i col,
1991%).

La NOS catalitza I'oxidacioé de la L-arginina mitjancant I'oxidacié (dependent
de NADPH) de cinc electrons del grup guanidi de la L-arginina. En el transcurs de
dos passos sequencials d'oxidaci6, la L-arginina és N-hidroxilada a N®- hidroxil-L-
arginina. Aguest producte intermedi roman unit a I'enzim i és fragmentat mitjancant
oxidacio per formar L-citrulina i NO. La reacci6 total comporta la reduccié de dues
molecules d’oxigen, requerint un total de vuit electrons. Cinc electrons provenen de
'oxidacié d'un nitrogen del grup guanidi, mentre que la co-oxidaci6 de NADPH

proporciona tres electrons addicionals.

1.3.4. Determinaciod de la concentracié de NO.

1.3.4.1. Determinacié de NO en temps real.

Al llarg de l'dltima década s’han descrit diversos métodes per mesurar la
produccio de NO en temps real. Aquests assaigs determinen la sintesi de NO en
mostres biologiques com teixits, biopsies o cél-lules aillades. Els metodes
electroquimics utilitzen microsensors sensibles a NO, com per exemple eléctrodes
porfirinics. El NO també pot ser detectat mitjancant quimioluminiscencia, en base a

la reaccio de NO amb I'0z6 donant lloc a NO Il i llum (Vallance i col, 1995/ Malinski i
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col, 1992). Aquest assaig pot utilitzar-se per mesurar NO en mostres biologiques i
també en aire exhalat. Finalment la concentraci6 de NO pot ser determinada per
espectrofotometria durant la reacci6 de NO amb oxihemoglobina férrica formant
nitrats i metahemoglobina (Murphy i col, 1994/Archer i col, 1993). La formacio de

metahemoglobina pot detectar-se mesurant I'increment d’absorbancia a 401 nm.

L’avantatge d’aquests métodes és que es pot mesurar la formacié instantania
de NO, mentre que els principals problemes d’aquests assaigs son la complexitat
tecnica i la incapacitat de realitzar valoracions de sintesis de NO en fluids organics

gue no tinguin cel-lules ni teixits productors de NO.

1.3.4.2. Determinaci6 de productes finals estables de I'oxidacio
de NO

El NO és rapidament metabolitzat i transformat en els productes finals
d’oxidacio nitrats i nitrits (NOx). En molts fluids organics la majoria dels nitrits passen
a formar nitrats. L’assaig més comu de mesura de NO, es basa en la reaccié de
Griess, especifica per a la deteccié de NO; i no detecta NO3". Per aguest motiu els
nitrats de les mostres han de reduir-se a nitrits; d’aquesta manera la subsegluent
determinacié de NO; representa la concentracio total de nitrits més la concentracio
de nitrats. La reduccié de NO3 a NO; pot portar-se a terme mitjancant el tractament
de les mostres amb nitrat reductasa (Bories i col, 1995). Els nivells de NOx poden
també ser determinats en fluids organics mitjancant HPLC, cromatografia d’'intercanvi
ionic o bé per quimioluminiscéncia. En aquest darrer metode els nitrits i nitrats es

redueixen a NO, el qual reacciona amb 0z6 i es detecta per quimioluminiscéncia.

Aquests metodes per a la detecciéo de NOx poden aplicar-se a medis de cultiu
o fluids organics frescos o congelats com sérum, plasma, orina, etc. Un dels
avantatges d'aquests sistemes és la seva facilitat tecnica aixi com la seva
potencialitat d’automatitzacié. El principal desavantatge és que no permeten
diferenciar si 'acumulaciéo de NOx és exclusivament causat per I'activitat enzimatica
de les isoformes de NOS. Tanmateix, la utilitzacié d’inhibidors de NOS permet
establir si I'origen de I'acumulacié de NOx és oxid nitric-depenent.
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1.3.5. Determinacio de I'activitat de NOS.

L’activitat enzimatica de NOS es mesura mitjancant la conversié de L-Arginina
(marcada radioactivament) en L-citrulina. Aquest métode és molt sensible i s'utilitza
per a la detecci6 de lactivitat enzimatica de NOS en cél-lules o teixits. Els
desavantatges d’'aquest métode son el requeriment de la preséncia de I'activitat
enzimatica de NOS en mostres biologiques i la necessitat d’infraestructura per la

manipulacié de material radioactiu.

Avui en dia, la utilitzacié de qualsevol de les técniques descrites anteriorment
per a valorar la produccié de NO esta ampliament acceptada per la comunitat
cientifica; encara que l'eleccié d’'un sistema o altre de deteccié depén del material
biologic disponible per I'analisi, les necessitats de sensibilitat i especificitat del
sistema de deteccio, aixi com també de la rapidesa de I'assaig.

1.3.6. Inhibidors de |la NOS.

Els inhibidors de la NOS poden classificar-se en dos grups diferents, els

analegs estructurals de la L-arginina i els inhibidors no analegs de la L-arginina.

Els analegs estructurals de la L-arginina entre els que es troben L°-
monometil-L-arginina (L-NMA), N®-nitro-L-arginina (L-NNA) i N®-nitro-L-arginina metil
ester (L-NAME) representen una classe d’inhibidors que han estat utilitzats per al
bloqueig de l'activitat enzimatica de les isoformes de NOS (Moncada i col, 1993). La
inhibicié produida per aquests analegs competeix amb la concentracio intracel-lular
de L-arginina, indicant que existeix una competéncia per la unié d’aquestes
substancies al centre catalitic de NOS. A més, aquesta inhibici6 solament es
produeix amb els enantiomers L i no amb les formes D, (D-NNA, D-NMA, etc.),

demostrant especificitat d'inhibicid.

L'inhibidor L-NMA va ser un dels primers compostos utilitzats com inhibidor de
la produccié de NO en teixits (Moncada i col, 1991). L-NMA exhibeix una similar
capacitat d’inhibicié per a les isoformes NOS Il i NOS Ill. A més, estudis recents
mostren que L-NMA produeix una inactivacio irreversible de les isoformes de NOS I

i NOS I. Existeixen evidéncies que indiquen que els mecanismes d’inhibicio de NOS
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exercits per L-NNA i el seu éster de metil (L-NAME) difereixen en la forma d’acci6 en
comparaciéo amb el L-NMA. Primerament, L-NNA i L-NAME mostren una selectivitat
pronunciada sobre els isoenzims NOS | i NOS Il i, a més, la inhibicié és reversible

després de la deplecio de I'inhibidor del medi.

En els dltims anys s’ha realitzat un gran esforc per a sintetitzar inhibidors més
selectius de la isoforma NOS Il que puguin ser aplicables en la clinica per a la
prevencio i tractament de malalties causades per una excessiva produccié de NO. Entre
aquests analegs de la L-arginina selectius per a la isoforma NOS Il es troba el L-N6-(1-
Iminoetil)-lisina (L-NIL) (Moore i col, 1994). Aquesta substancia és de I'ordre de 30 cops
més selectiva actuant com inhibidor de NOS II que inhibint les formes NOS | i NOS Ill. A
més, aquesta substancia presenta una major capacitat inhibitoria (de I'ordre de sis cops
més) sobre NOS Il que altres inhibidors com L-NMA o bé L-NNA.

A més dels analegs de la L-arginina, la NOS pot inhibir-se per una varietat de
compostos de baix pes molecular que interfereixen amb alguna de les funcions
catalitiques de I'enzim. Entre aquests compostos destaquen els inhibidors de flavines i
antagonistes de la calmodulina (Nathan i col, 1992). Altres drogues modifiquen l'estat
redox del grup hemo de I'enzim com l'imidazole, el monoxid de carboni o bé el blau de
metilé. Un compost de gran interés degut a la seva selectivitat d'inhibici6 és
I'aminoguanidina (Corbett i col, 1992/ Misko i col, 1993). Fins ara no s’han descrit els
mecanismes basics a traves dels quals 'aminoguanidina exerceix una inhibicié selectiva
sobre NOS Il. Tanmateix, aquesta caracteristica diferencial podria explicar-se atenent a
les diferencies estructurals localitzades en els llocs d'unié de la L-arginina i del grup
hemo de les isoformes de NOS. Aquests canvis estructurals podrien ser els

responsables de I'especificitat d’'inhibicié de 'aminoguanidina sobre la isoforma NOS II.

1.3.7. Regulacio de la NOS

L’activitat de NOS pot regular-se a diferents nivells: transcripcio, traduccio,
modificacions post-traduccionals com fosforil-lacio, unié de grups prostetics i cofactors,

miristil-lacio, palmitil-lacié, unié a membrana i dimeritzacio.

1.3.8. Distribucio tissular de les isoformes de NOS

Nombrosos estudis han tractat de determinar la distribucid de les diferents
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isoformes de NOS en condicions fisiologiques i fisiopatologiques.

La presencia de NOS | ha estat detectada en el cervell de diverses espécies
(Mayer i col, 1991/ Bredt i col, 1990). Recentment s’ha pogut comprovar que NOS |
també es localitza en neurones especifigues del sistema nerviés central, en
determinades arees de la medul-la espinal, en glandules adrenals, en nervis periferics,
en cel-lules epitelials (pulmonars, de l'Gter i de I'estdmac), en céllules de la macula
densa del rony6 i en cel-lules d'illots pancreatics. NOS | també s’expressa en el muscul

esqueletic d’humans i de rates (Kobzik i col, 1994)

NOS Il pot induir-se en molts tipus cel-lulars mitjancant el tractament adequat
amb citoquines, LPS o una altra varietat d’agents. Aquesta isoforma va ser aillada
primerament en macrofags de ratoli (Hevel i col, 1991/Stuehr i col, 1991b). El
tractament de rates amb LPS mostra la presencia de I'enzim en macrofags, limfocits,
neutrofils, i eosinofils de la melsa; en céllules de Kupffer, cellules endotelials i
hepatocits; en macrofags alveolars del pulmd; en macrofags i cél-lules endotelials de la
glandula adrenal; i en histiocits, eosinofils, mastocits i cel-lules endotelials (Bandatelova
i col, 1993). També s’ha detectat I'expressio de NOS Il en astrocits, cel-lules endotelials
vasculars (Kilbourn i col, 1990); cel-lules musculars llises vasculars i fibroblastes (Gross
i col, 1992), condrocits (Charles i col, 1993) i cel-lules del miocardi (Schulz i col, 1992).

Encara que I'expressio de NOS Il en linies cel-lulars humanes és més dificil
d’aconseguir que en ceél-lules de ratoli, evidencies recents suggereixen que aquesta

induccié és possible en condicions d'infeccié i d’inflamacié. En humans, els cultius
primaris d’hepatocits i condrocits només requereixen IL-1[3 a dosis elevades per a induir

FTARNmM de NOS II (Geller i col, 1995/ Charles i col, 1993). Altres tipus cel-lulars humans

que expressen NOS Il son els cultius primaris de cél-lules epitelials bronquials (Asano i
col, 1994); les cél-lules epitelials de la retina estimulades amb TNF-a, IL-1[3 i IFN-y i els

queratinocits activats mitjancant la uni6 de IgE al seu receptor de baixa afinitat
FceRII/CD23, el qual s'indueix després de I'estimulacié amb IL-4 (Becherel i col, 1994).

De la mateixa manera, I'expressié de NOS Il ha estat examinada en cel-lules
sanguinies humanes. Els monocits estimulats amb LPS i IFN-y contenen ARNm de
NOS Il (Reiling i col, 1994); TARNm de NOS Il i la proteina també s’indueixen en

neutrofils humans amb una barreja d’IFN-y, IL-1 i TNF-a (Evans i col, 1996) o en
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pacients amb infeccions en el tracte urinari (Wheeler i col, 1997). Aixi mateix, els
macrofags pulmonars de pacients amb tuberculosi clinicament activa presenten activitat
enzimatica de NOS Il (Nicholson i col, 1996).

Altres estats patologics associats a la induccid6 de la NOS Il sén la
cardiomiopatia dilatada i la cardiopatia isquémica (Haywood i col, 1996). Finalment,
mitjangant tecniques de PCR i Western blot s’ha demostrat la presencia d’ARNm i
proteina de NOS Il i NOS lIl en plaguetes humanes (Chen i col, 1996).

La forma endotelial de NOS té una localitzacié6 predominant en I'endoteli
vascular. També s’ha identificat per immunohistoquimica la isoforma NOS Il en
cel-lules epitelials tubulars del rony6 (Tracey i col, 1994) i en neurones de la zona de
I'hipocamp i altres regions del cervell de rata (Dinerman i col, 1994).

1.3.9. Funcions fisiologiques del NO al sistema
cardiovascular.

Durant molts anys s’han estat utilitzant drogues vasodilatadores com
nitroglicerina, nitroprussiat de sodi, etc., amb finalitat clinica. Fins als inicis de 1980, els
mecanismes de vasodilatacié produits per aguests compostos nitrogenats eren
desconeguts. L'observacié de que el NO, de la mateixa manera que determinats
compostos nitrogenats activen la guanilatciclasa i estimulen la produccié de GMPc en
teixits (Katsuki i col, 1977) porta a considerar a aquestes substancies com a potents
vasodilatadors. Subseglents estudis revelaren que el NO i també la resta de farmacs
(nitroglicerina, nitroprussiat..) causen relaxacio vascular estimulant la formacié de GMPc
en la musculatura llisa vascular (Ignarro i col, 1985). EI GMPc actua com un segon
missatger intracel-lular que rapidament disminueix els nivells de calci lliure inactivant la
quinasa de la cadena lleugera de miosina (Twort i col, 1986). Aquests efectes sén
atribuits a I'accio de proteinquinases dependents de GMPc.

En condicions fisiologiques el NO es produeix en els vasos sanguinis per la
isoforma NOS Il localitzada a les cel-lules endotelials. L'activitat d’aquest enzim depen
fonamentalment de la preséncia de Ca?* i calmodulina. En cél-lules endotelials no
estimulades existeix una produccié continuada de NO, suggerint que la concentracid
intracel-lular de Ca®* en condicions basals és suficient per produir I'activacié de NOS.

Aquesta sintesi basal de NO pot augmentar degut a un increment de la concentracio de
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Ca** ocasionat per una estimulacié cel-lular mediada a través d’estimuls depenents de
receptor. Entre les substancies capaces de produir un increment en l'activitat enzimatica
de NOS Il es troben la bradiquinina, les histamines, i I'acetilcolina. A més d’aquesta
vasodilatacié produida per hormones tissulars, altres factors fisics poden també produir
vasorelaxacio mitjancant mecanismes atribuits al NO. Un d’aquests estimuls receptor-

independent és l'estrés de fregament.

L'estres de fregament exercit en la superficie luminal de I'endoteli pel corrent
sanguini, €s considerat un dels estimuls fisiologics més importants per a l'alliberament
de NO per les cellules endotelials. Qualsevol disminucié en el diametre del vas
sanguini, a flux constant, incrementa I'estres de fregament al qual la cel-lula endotelial
esta exposada alliberant NO, que inhibeix la vasoconstriccié original en un procés de
retroalimentacio. Actualment no es coneix amb precisié el mecanisme pel qual 'endoteli
és capac de respondre al fregament o a deformacions endotelials. Tanmateix, hi ha
publicacions que suggereixen que pertorbacions en el citosquelet endotelial o
estructures associades, podrien ser responsables de la transmissié de I'estimul de
fregament a la NOS IIl (Hecker i col, 1993).

En la figura 4 es representen els mecanismes mitjancant els quals el NO
exerceix el seu efecte vasodilatador sobre els vasos sanguinis. L’activacio de I'endoteli
vascular per estrés de fregament o per les activacions de receptors produides per
bradicinina, acetilcolina, etc., produeix un augment intracellular de Ca?'. Aquest
increment intracel-lular de Ca®* estimula a NOS IlI, produint NO a partir de L-arginina. El
NO produit difon fins les cel-lules de la musculatura llisa vascular en les quals estimula
la guanilato ciclasa soluble produint GMPc. Aquest increment de GMPc en la cél-lula

muscular llisa causa relaxacié vascular.
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Figura 4. Relaxaci6 vascular mediada per Oxid Nitric.

El NO a part de ser el principal regulador del flux sanguini local (Moncada i col,
1991) realitza altres funcions primordials en el sistema cardiovascular. L'activacio
plaquetaria s’estimula per una serie de factors que actuen incrementant la concentracio
intracel-lular de Ca?*, com la trombina i 'ADP. El NO produit per I'increment cel-lular de
Ca*" en les plaquetes, o bé el NO produit en les céllules endotelials veines inhibeix
'agregacio plaquetaria. De nou, la fosforil-lacié de la cadena lleugera de la miosina pot
ser inhibida, alterant la morfologia plaquetaria i disminuint la seva capacitat
d’estimulacio i per tant d’agregaci6é. Altres funcions a destacar son: la inhibicié de
ladhesié de leucocits a la paret vascular (Moncada i col, 1991), la inhibicié del
creixement de les cel-lules musculars llises vasculars (Nakani i cols., 1990) i 'atenuaci6

del to contractil adrenérgic dels miocits cardiacs (Kelly i col, 1996).
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1.3.10. Funcions fisiopatologiques del NO al sistema
cardiovascular.

En condicions fisiologiques normals, el NO actua com el principal regulador de la
contractilitat miocardica, del control del to vascular, de les interaccions endoteli-
plaquetes i de I'adhesio6 dels leucocits a la paret endotelial (Buchwalow i col, 2001). Per
tant, no és sorprenent que una mala regulacio de la produccido del NO comporti

importants alteracions fisiopatologiques.

El shock septic, que és la consequéncia d'una infeccié generalitzada per
microorganismes, es caracteritza per vasodilatacié arteriolar periférica, hipotensio,
alteracid microvascular i una inadequada perfusio tissular que produeix disfunciod
organica i una mortalitat superior al 50%. L’alliberament d’endotoxines, associada a
aquesta condicié patologica estimula la produccié de citoquines pro-inflamatories
(Glausser i col, 1991). Aquestes citoquines, juntament amb LPS son capaces d’'activar
la isoforma NOS Il en macrofags i cel-lules musculars llises. Un cop sintetitzat, NOS |l
produeix una abundant quantitat de NO, causant vasodilatacié i la hipotensié que
caracteritza al shock séptic. Aquest potent efecte vasodilatador del NO podria explicar
la resposta atenuada als vasoconstrictors, com la dopamina, que es produeix a la
septicémia. La inhibicio de NOS II per inhibidors com glucocorticoides, no homés pot
revertir la hipotensié induida per endotoxina (Thiemermann i col, 1990) siné6 també
restablir la resposta a la terapia médica. Tanmateix, malgrat la millora hemodinamica la

mortalitat en aquests pacients és elevada (Geroulanos i col, 1992).

La hipercolesterolemia és un conegut factor d’arteriosclerosi i s’ha suggerit que
la disfuncié endotelial secundaria a la hipercolesterolemia pot estar relacionada amb els
mecanismes inicials desencadenants de la malaltia. Aquesta idea es recolza en estudis
de Lefer i col, realitzats en 1993, on es demostra que la hipercolesterolémia produeix
una reduccidé de NO basal en arteria coronaria de conill, produint d’aquesta manera
adhesio leucocitaria. S’ha demostrat també, que la vasodilatacié mediada per I'endoteli
esta atenuada en artéries coronaries humanes ateroesclerotiques (Fostermann i col,
1988). Aquesta disminucid6 de NO en els llocs ateroesclerotics podria promoure

aterogenesi permetent I'agregacio de plaguetes i leucocits.
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1.4. CITOQUINES

1.4.1. Interleuquina-6

La interleuquina-6 va ser inicialment identificada com una citoquina derivada
dels limfocits T que indueix el pas de maduraci6 final dels limfocits B en cél-lules

productores d’anticossos.

1.4.1.1. Proteina:

La IL-6 és una glicoproteina de 212 aminoacids que inclou un péptid de senyal

de 28 aminoacids amb un pes molecular de 21000 Da. Té una estructura terciaria en

quatre-a-helix com es mostra a la Figura 5. (Hirano i col.1986).

MH2

COOH

Figura 5. Estructura esquematica de la IL-6.

1.4.1.2. Gens i transcripcio

El gen de la IL-6 té aproximadament 5 Kb de longitud i consisteix en 5 exons i
4 introns. El gen de la IL-6 es localitza al brag curt del cromosoma 7 (7p21) i la regio
proximal del cromosoma 5 respectivament €és constitutivament actiu en un nombre
de ceél-lules tumorals com el mixoma cardiac i els carcinomes cervical, renal i

vesical. Les ceél-lules sanes usualment no produeixen IL-6 a menys que siguin
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estimulades de forma apropiada. Els lipopolisacarids estimulen la produccié de IL-6
en monocits i fibroblasts. Alguns virus, els activadors de l'adenil-ciclasa i la

cicloheximida indueixen la produccié de IL-6 als fibroblasts. Algunes citoquines com

IL-1, TNF i el IFNJ estimulen la produccié de IL-6 als fibroblasts (Akira i col. 1993).

1.4.1.3. Funcio biologica

La IL-6 és una citoquina pleiotropica que actua en una gran varietat de teixits.
En resum, aquesta citoquina regula la resposta inflamatoria, la diferenciacio i
maduracié de les cél-lules hematopoietiques i la regulacié d’aspectes de la resposta
immune. Sembla que, encara que la IL-6 no té o té molt poca toxicitat directa, es pot

comportar com un cofactor important a I'expressio de la malaltia.

1.4.1.4. Patologia:

S’ha suggerit que la IL-6 esta involucrada en la patogénia de diferents
malalties (Akira i col,1993/Kishimoto i col,1989) activacié de les cel-lules policlonals
B amb simptomes autoimmunes al mixoma cardiac, carcinoma cervical uteri, artritis
reumatoide i SIDA; neoplassies limfatiques com el mieloma multiple i la limfoma de
cel-lules T de Lennert’s. La IL-6 també esta involucrada en la patogenia de la
glomerulonefritis proliferativa mesangial i en el desenvolupament del sarcoma de

Kaposi.

1.4.2. Receptors de la interleuquina-6

El receptor de la IL-6 (IL-6R) consta de 468 aminoacids (Yamasaki i
col,1988)(GenBank M20566, X12830). ElI pes molecular previst per la IL-6R és
50000 Da, encara que el pes molecular observat és 80000 Da degut a la N-

glicosilacio.

A l'unir-se a la IL-6, el IL-6R a la vegada s’associa amb un receptor de senyal
que és el gpl130 (Taga i col,1989), el gp 130 no té una capacitat intrinseca d’'uni6 a la
IL-6 , perd esta involucrat en la formacio de llocs d’'unié d’alta afinitat a la IL-6. Es a
dir, la IL-6 exerceix la seva activitat biologica a través d’'un receptor de membrana

gue consta de dues subunitats anomenades IL-6R i gp130 que actua com a senyal

32



Josefina Orus Puigvert Introduccid

transductora. Ambdos receptors es solubilitzen una vegada s’han unit a la IL-6, pero
mentre el sIL-6R és un agonista de la IL-6, el gp130 soluble antagonitza I'accio de la
IL-6.

En humans la IL-6R s’expressa en els monocits i a les cél-lules T (CD4/CD8),
les cél-lules B no expressen de forma fisiologica aquest receptor, pero si que
I'expressen quan son estimulats in vitro per un mitogen. Entre les linies cel-lulars, la
IL-6R s’expressa a la linia cel-lular B transformada pel EB-virus (CESS), la linia
cel-lular T (KT-3), la linia cel-lular del mieloma (U266), la linia cel-lular de 'hepatoma
(HepG2, Hep3B) i la linia cel-lular de I'histiocitoma (U937) (Taga i col,1987), d’altra

banda, el gp130 s’expressa en gairebé totes les linies cel-lulars humanes.

1.4.3. Factor de necrosis tumoral-a

El factor de necrosis tumoral-o. (TNF-al) és una proteina de 17 KDa produida

principalment per macrofags en resposta a una gran varietat d’estimuls.

1.4.3.1. Linies cel-lulars

Apart dels macrofags, hi ha altres tipus cel-lulars que expressen TNF-o. com
son: cel-lules citotoxiques, limfocits B i T, granulocits, fibroblasts, cel-lules musculars
llises, cel-lules de la mama, ovari, cél-lules de tumors glials, astrocits, cél-lules de
Kupffer, cél-lules epidermiques (A431,KB), adipocits, ceéllules de la granulosa
(Aggarwal i col,1992/Spriggs i col,1992) i miocits.

1.4.3.2. Induccio6

El TNF-a es produeix en resposta a bacteris Gram negatius i Gram positius i
els seus productes (ex. lipopolissacarids, analegs del lipid A), virus (ex. HIV-1),
micoplasmes, immunocomplexes, citoquines (ex. GM-CSF, IL-1, IL-2, IFN-0),
cel-lules tumorals, complement (C5a), neuropéptids, proteina mielina P2, activadors

de la proteinquinasa C, inhibidors de la ciclooxigenasa i factor d’activacio plaquetar
(Aggarwal 1992; Spriggs i col.1992).
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1.4.3.3. Inhibicid

La produccio de TNF-a és inhibida per la dexametasona, prostaglandina E2,
ciclosporina A, inhibidors de la fosfodiesterasa (ex. pentoxifil-lina), inhibidors de la
lipooxigenasa, vitamina D3, acid retinoic, talidomida, antagonistes receptor de la
PAF, IL-4 i IL-6 (Aggarwal i col,1992/Spriggs i col,1992).

1.4.3.4. Efectes biologics:

In vitro: ElI TNF-a €s una citoquina multipotencial amb una gran varietat
d’efectes biologics. Algunes d’aquestes activitats inclouen inhibicié de la proliferacio
de certes cel-lules tumorals, estimulacié de la proliferacié de fibroblasts diploides
normals, efectes antivirics contra virus DNA i RNA, induccio de la replicacié viral,
inducci6 de les molécules d'adhesié endotelial, inducci6 de [lactivador del
plasminogen i el seu inhibidor, activacié dels neutrofils, diferenciacio de les cel-lules

mieloides i induccié d’altres citoquines (Aggarwal i col,1992/ Beutler i col,1992).

In vivo: El TNF-a té activitats antitumorals contra certs tumors solids, indueix
tumorogénesis, metastasis, actua com un immunomodulador, indueix shock séptic,
febre, juga un paper a I'esclerosi mdltiple i esta involucrat en I'autoimmunitat i en les
infeccions bacterianes, per parasits i virals. Les accions del TNF-a al sistema
cardiovascular son: Disminuir la contractilitat, vasodilatar, augmentar la permeabilitat

vascular i produir caquexia. (Deswal icol,2001)(Funakoshi i col,2002).

1.4.4. Receptors del factor de necrosis tumoral

S’han identificat dos tipus de receptors del TNF-a amb pesos moleculars de
55-60 KDa (p60, tipus | o B) i 75-80 KDa (p80, tipus Il o A). El p60 s’expressa
principalment a cel-lules epitelials, mentre que el p80 s’expressa sobretot a les
cel-lules mieloides. EI TNF s’uneix al p60 i p80 amb igual afinitat. La sequencia
d’aminoacids del domini extracel-lular dels dos receptors €s rica en cisteina i és un
25% homologa, pero els dominis citoplasmatics no son homolegs entre ells, ni amb
altres receptors.

L’'expressio a la superficie de la cel-lula del receptor es regula per una varietat

d’agents que inclouen les citoquines (ex. interferons, IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, TNF-
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o I GM-CSF), proteinquinasa i els activadors PK-A, agents despolimeritzadors dels
microtubuls i esteroides. L'expressio a la superficie de les cél-lules dels receptors del
TNF-o. sembla ser un requeriment per la seva accio biologica pero no és suficient
(Tsujimoto i col,1992/Smith i col,1992). Encara que ambdds receptors poden traduir
un factor transcripcional, el factor NF-KB, la majoria d’efectes biologics del TNF-a

estan mediats pel receptor p60.

1.5. MITOCONDRIA

1.5.1. Funcionalisme mitocondrial

1.5.1.1. Estructura de la mitocondria

La mitocondria és una organel-la cel-lular que disposa de dues membranes,
interna i externa, que delimiten I'espai intermembrands. Aquest conté I'enzim adenilat-
ciclasa, i la seva funcid és mantenir un balan¢ adequat de nucleotids d’adenina a
'organel-la. A I'exterior de la membrana externa es troba el citoplasma cel-lular i dintre
de la membrana interna es configura un espai anomenat matriu mitocondrial, que conté

DNA i RNA, on es produeixen les reaccions del cicle de Krebs.

La membrana mitocondrial externa és en molts aspectes diferents a la
membrana interna; t€ nombrosos enzims (fonamentalment monoaminoxidasa i NADH-
citocrom C reductasa insensible a la rotenona), encara que cap d’elles esta relacionada
directament amb la generacié de ATP, és molt permeable i relativament rigida. La
membrana mitocondrial interna té, al contrari, una permeabilitat extraordinariament
baixa i dibuixa nombroses invaginacions (crestes) que augmenten considerablement la
seva superficie. La penetracié de substractes és controlada de forma acurada i la
majoria s’efectuen per sistemes de transport especifics. Conté quatre complexes
enzimatics que son responsables de la fosforil-lacié oxidativa que és la funci6 meés

important de la mitocondria.

1.5.1.2. Transport mitocondrial

El paper altament especialitzat de la mitocondria en el metabolisme fa que
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nomeés certs substractes, cofactors i metalls siguin capacos d’accedir al seu interior. Els
substrats més importants sén el 02, H20, ADP, fosfat, piruvat i acids grassos; al mateix
temps, altres productes, com el C02 i el ATP, han de ser transportats fora de la

mitocondria.

L'analisi del transport de certs substrats és d'interes per entendre algunes
anomalies del funcionament mitocondrial, ja que en determinades malalties I'tinic factor

limitant és un trastorn d’aquest transport.

La membrana mitocondrial, a l'igual que la resta de membranes cel-lulars de
'organisme esta constituida per una doble capa fosfolipidica que engloba una banda
proteica. EI 70% correspon a proteines i el 30% a lipids; d’aquests el 40% és
fosfatidilcolina, el 35% fosfatidiletanolamina i el 15% cardiolipina (Hatefi ,1985). La capa
fosfolipidica actua de barrera evitant la difusio de substrats hidrofilics pero permetent,
en canvi, el pas d'altres de caracter hidrofobic. Els substrats amb carrega electrica i els
neutres també poden penetrar a través de la membrana utilitzant determinades
proteines anomenades transportadores (carrier). Aquest sistema s’anomena “difusio
facilitada”, si no requereix energia pel seu funcionament o “transport actiu”, si aquest
transport depén d’una reaccioé que precisa energia. Finalment, un substrat pot requerir
una modificacid quimica per poder ser incorporat a linterior de la mitocondria

(translocaci6 de grup) (Fig.6).

36



Josefina Orus Puigvert Introduccid

E |
> A
) | \D
A 7 >
HA > H'+A \T> )
< OH
- - i
A = A A e >
T)
- B
A. Difusi6 passiva B. Difusié per transportador
E |
Acetil-carnitina <& Acetil-carnitina
E ! CoA
CE )
A Acetil-CoA .
H <a— | _» OH" Acetil-CoA
Carnitina CoA Carnitina

A N > Acil-CoA

<N/ -2

- A _ CoA

Acil-CoA . . .
Acil-carnitina » Acil-carnitina
C. Transport actiu D. Translocacié de grup

Figura 6. Tipus de transport mitocondrial.

1.5.1.3. Cicle de Krebs.

La via glucolitica és utilitzada per tots els teixits per I'oxidacio de la glucosa, el
qual proporciona lI'energia requerida per les diverses reaccions metaboliques de
I'organisme. El piruvat és el producte final de la glucolisis en aquells teixits que tenen
mitocondries i que disposen, a més a més, d’'un aport suficient d’'oxigen. Aquesta
série de reaccions s'anomena glucolisis aerobia i t¢é com a finalitat permetre la
descarboxilacié oxidativa del piruvat en acetil-CoA, que és el combustible més

important pel cicle de Krebs.

El cicle de Krebs té com a funcidé I'oxidacié de l'acetil-CoA en CO2 i H20.
L’oxidacio de I'acetil-CoA consumeix els dos tercos del total d’oxigen i proporciona
els dos tercos del total de ATP produit. Aquest cicle té lloc exclusivament a la matriu

mitocondrial.

L’oxidacié d’'una molécula de NADH per la cadena respiratoria mitocondrial

condueix a la formacié de 3 molecules de ATP, mentre que l'oxidaci6 de FADH2
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forma dues molécules de ATP. En consequéncia, el total de molecules de ATP

formades sera de 12 per cada una de acetil-CoA oxidada.

1.5.1.4. Cadena respiratoria mitocondrial

Els cofactors reduits (NADH i FADH2) que s'alliberen durant la seérie de
reaccions del cicle de Krebs proporcionen cada un, un parell d’electrons a un conjunt
lipoproteic ubicat a la membrana interna de la mitocondria i que es troba especialitzat
en el transport d’electrons; és el que s’anomena cadena de transport d’electrons o
cadena respiratoria mitocondrial. Els electrons passen d’'un component al segient
d’aquesta cadena fins arribar al final de la mateixa, on es combinen amb l'oxigen i
protons per formar H20. A mesura que els electrons passen d’'un component a l'altre
perden la major part de la seva energia, la qual pot ser capturada i emmagatzemada
en forma de ATP a partir del ADP i el fosfat inorganic (P). Aquest procés s’anomena

fosforilacié oxidativa. La resta d’energia es perd en forma de calor.

1.5.1.4.1. Components de la cadena respiratoria mitocondrial:

Funcionalment, el sistema de la cadena respiratoria mitocondrial, ubicat a la
membrana interna de la mateixa, esta formada per cinc complexes enzimatics
lipoproteics. Aquests complexes estan formats per diferents subunitats que son
codificades en part pel DNA nuclear i en part pel DNA mitocondrial. La seva
denominacié és basicament la seglent encara que poden rebre altres noms: NADH:
ubiquinona oxidorreductasa (complexe I); succinat: ubiquinona oxidorreductasa
(complexe II); wubiquinol: ferro-citocrom ¢ oxidorreductasa (complexe |lll),
ferrocitocrom c: oxigen oxidorreductasa (complexe 1V) i ATP sintasa (complexe V).
(Taula 1V)
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Taula IV. Pes molecular, polipeptids i grups prostétics dels diferents

complexes de la cadena respiratoria mitocondrial

Complexe Numero de Subunitats Grups prostetics
polipéptids codificades pel
DNAmMt

I 40 7 FMN-Fe-S

Il 4 0 FAD,Fe-S,hemb580

i 9 1 Hemb582,b568,,C1,
2Fe-2S.

A% 13 3 Hem aa3, Cu.

\Y 12 2 Nucleotids
d’adenina, Mg2+

1.5.1.4.2. Funcionalisme de la cadena respiratoria mitocondrial

En el primer pas, el NAH+ és reduit a NADH per una deshidrogenasa
(Champe i col,1987, Durand i col, 1986), la qual arrenca dos atoms d’hidrogen del
seu substrat. Ambdds electrons i un protd sén transferits al NAD+, amb el que es

forma NADH més un proto lliure, H+, el qual s’allibera al medi.

Aquest protd lliure més I'hidrur (H-) que transporta la NADH sén transferits,
seguidament, a la NADH deshidrogenasa o complexe I, un enzim situat dins de la
membrana interna mitocondrial i que utilitza com a cofactor la FMN, la qual accepta
els dos atoms d’hidrogen i es converteix en FMNH2. ElI complexe Il accepta un
electr6 del succinat i converteix la FAD en FADH2 a través de la
succinatdeshidrogenasa.

La FMNH2 i la FADH2 transfereixen els atoms d’hidrogen al coenzim Q o
ubiquinona. A continuacid, aquests electrons passen successivament pels citocroms
b i c1 del complexe lll, citocrom c i citocroms a+a3 del complexe IV. Els citocroms
sbén proteines que contenen un grup hemo, que esta format per un anell porfirinic
que conté un atom de ferro; aquest atom de ferro és convertit de forma reversible de

ferric (Fe3+) a ferrés (Fe2+), actuant aixi com un transportador d’electrons
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reversible.

El citocrom a3, que conté atoms de coure, és I'Unic que pot reaccionar
directament amb I'oxigen molecular i juntament amb els protons lliures produeix
H20 (Figura 7).
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Figura 7. Funcionalisme de la cadena respiratoria mitocondrial.

1.5.1.5. Fosforilacié oxidativa.

Els components de la cadena de transport d’electrons, amb les reaccions
detallades a I'apartat anterior, permeten I'extrusié de protons (H+) des de la matriu
mitocondrial al citoplasma cel-lular. Aquests protons poden a la vegada per la
diferéncia de gradient eléctric (quimiosmotic) que es crea, penetrar de nou a l'interior
de la matriu mitocondrial a través d’'un canal que conté la molecula ATP-sintasa; en

conseguencia, es sintetitza ATP a partir de ADP i P (fosforilacié oxidativa).

En condicions normals, el transport d’electrons i la fosforilacié oxidativa son

dos processos que es troben estretament acoblats, és a dir, si un es para per
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qualsevol rao, l'altre també ho fa. Aquesta situacié es pot modificar mitjancant
substancies que augmenten la permeabilitat de la membrana interna mitocondrial als
protons (2,4-dinitroferol, CCCP), produint-se 'anomenat desacoblament. Aixo permet
la rapida entrada de protons a la matriu mitocondrial per qualsevol regié de la
membrana interna, sense establir-se el gradient de protons; en consequéncia,
I'energia produida pel transport d’electrons a través de la cadena respiratoria
mitocondrial és alliberada en forma de calor en comptes de sintetitzar-se ATP.

1.5.2. Defectes primaris de la cadena respiratoria
mitocondrial

La cadena respiratoria mitocondrial (CRM) ha d’estar intacta per aconseguir
una optima produccié de ATP durant la respiracid aerobica, ja que una deficiencia
greu de la mateixa pot comprometre la funcié cel-lular en no haver-hi un aport
suficient de ATP. Els defectes funcionals de la CRM poden ser especifics d’'un
complexe o implicar deficiencies multiples (Cadademont i col, 2002)(Marin-Garcia i
col, 2002). La seva presencia no suposa necessariament el desenvolupament d’un
qguadre clinic concret, encara que alguns fenotips s'associen freqliientment amb un
patr6 determinat d’anomalies bioquimiques. Genéticament aquestes anomalies
s’engloben sota el concepte de citopaties mitocondrials. En aquest apartat
s’aprofundira en l'alteracié bioquimica subjacent i en les caracteristiques cliniques

gue I'acompanyen (Taula V).
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Taula V. Espectre de sindromes cliniques associades a una deficiencia

primaria de I'activitat dels complexes de la CRM.

Complexe deficitari

Miopatia

Encefalomiopatia

Cardiopatia

Miopatia pura amb
intolerancia a
I'exercici i mialgia

MELAS
MERF

Acidosi lactica congenita

Hipotonia

Insuficieéncia respiratoria

Poliodistrofia infantil
progressiva (sd. Alpers)
Intolerancia a I'exercici
Debilitat muscular
Oftalmoplégia externa
progressiva

Atrofia optica

Sordesa

Ataxia

Demeéncia

Atrofia optica de Leber
Sd de Kearns-Sayre

Miopatia pura amb
intolerancia a
I'exercici i mialgia

Debilitat muscular
Sd de Fanconi
Demeéncia

Ataxia

Epilépsia mioclonica
Sd de Leigh

Miocardiopatia
infantil
Mioglobinuria

Miopatia pura amb
intolerancia a
I'exercici i mialgia

Intolerancia a I'exercici
Debilitat muscular
Oftalmoplégia externa

Miocardiopatia
infantil

progressiva
Atrofia optica
Sordesa
Ataxia
Signes piramidals
\Y Miopatia infantil MERRF
mortal MELAS
Miopatia infantil Sd de Leigh
benigna Sd d’Alpers
Oftalmopléegia Sd de Menkes
externa progressiva | Sd de Kearns-Sayre
cronica
V Miopatia pura Debilitat muscular
Ataxia
Demencia
Neuropatia periférica
Sd. de Leigh
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La identificacié dels llocs de bloqueig bioquimic a la CRM es realitza utilitzant
diferents técniques, entre les que destaquen les histologiques i les bioquimiques. Hi
ha técniques histologiques especifiques aplicades sobre teixit muscular, que
permeten apreciar alteracions a l'activitat de la NADH: ubiquinona oxidoreductasa
(complexe I), la succinat ubiquinona oxidoreductasa (complexe IlI), o la ferrocitocrom
c oxigen oxidoreductasa (complexe |V). Els estudis bioguimics inclouen I'analisi
polarografic de l'oxidacié de substrats per algun dels components de la CRM i
'analisi espectrofotométric de l'activitat especifica de cada un dels complexes
enzimatics que la formen (Byrne i col, 1885/ Cardellach i col, 1992). A l'actualitat,
aquests estudis poden realitzar-se en mitocondries aillades a partir de petites
quantitats de teixits (200-400 mg), en homogenats de cél-lules aillades (tals com

limfocits) o en cél-lules en cultius (Rustin i col, 1994).

1.5.2.1. Deficiencies del complexe |

Les deficiencies a I'activitat del complexe | (CI) condicionen principalment el
desenvolupament de miopatia pura, si bé en ocasions I'espectre de manifestacions
cliniqgues pot ser multisistemic (Arts i col,1993/ Morgan-Hugues i col, 1988). Els
simptomes apareixen a la infantesa o a I'adolescéncia i es caracteritzen per fatiga
muscular i intolerancia a I'exercici. Els estudis histologics de la biopsia muscular
mostren la presencia de fibres vermelles desestructurades. De vegades s’associa a
acidosis lactica, hipotonia i insuficiéncia respiratoria (Moreadith i col,1984/ Robinson i
col, 1989). En diversos casos el deficit s’ha descrit associat a una deficiencia parcial
del complexe IV (Robinson i col,1989/ Johnson i col, 1983). El patr6 de transmissio
genetica és variable, apareixent tant casos esporadics com d’heréncia materna. Els
pacients amb deficiencies de [lactivitat del complexe | desenvolupen molt
freqientment una disfunciéo del sistema nervios central. També és frequent en
pacients amb oftalmoplégia externa progressiva congénita associat a deleccions al
DNA mitocondrial (DNAmMt) que comprometen gens que codifiquen per subunitats del
complexe I. En alguns casos de diverses malalties degeneratives com la malaltia de
Huntington o la de Parkinson, també s’han descrit defectes en el complexe | de la
CRM.
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1.5.2.2. Deficiencies del complexe Il

Les deficiencies selectives del complexe Il (Cll) sén rares. El seu espectre
clinic concorda amb el d'altres deficiencies de la CRM: inici d’'una miopatia a la
infantesa o I'adolescéncia, ja sigui de forma pura (Sengers i col, 1983) o bé
associada a miocardiopatia (Reichmann i col, 1994) o a mioglobindria amb activitat

aconitasa deficient (Hall i col, 1993).

Totes les subunitats del complexe Il son codificades per gens nuclears, per
aixo el deficit d'aquest complexe s’hereda de forma autossomica.

1.5.2.3. Deficiencies del complexe Il

Les deficiencies del complexe Il (Clll) apareixen sovint englobades en una
disfunci6 més generalitzada de la CRM (Hall i col,1993/ Figarella-Branger i col,
1992). Aquest tipus de deéficit sol donar lloc a dos tipus diferents de sindrome clinica:
una caracteritzada per miopatia, que apareix a la primera infantesa o adolescencia i
sol presentar afectacido de la musculatura ocular extrinseca (Kennaway i col,1988/
Reichman i col,1986); i un altre caracteritzat per una encefalomiopatia en que a meés
a més de la sindrome miopatica apareix degeneracié retinal, sordesa, ataxia,
demeéncia i signes piramidals en combinacions variables (Morgan-Hugues i col,
1984). També esta descrit un deficit a I'activitat del complexe Il en un pacient afectat
de miocardiopatia idiopatica (Papadimitriou i col, 1984). En alguns d’aquests casos
s’han trobat alteracions en el DNA mitocondrial tipus deleccions, duplicacions o una

combinacioé d’ambdues.

1.5.2.4. Deficiencies del complexe IV

Les deficiencies del complexe IV (CIV) sén les més frequents, i aixo ha portat
a una classificacio de les mateixes des d’un punt de vista clinic, bioquimic i genetic
(Taula VI).
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Taula VI. Malalties mitocondrials que inclouen una deficiencia del complexe 1V

aillada o en associacié amb deficiencies a I'activitat d’altres complexes de la CRM.

Lloc de l'efecte Manifestacions cliniques Bioquimica
(heréncia)
DNA nuclear (mendeliana) |Miopatia infantil fatal Monoenzimopatia

Miopatia i cardiomiopatia | especifica del teixit o
infantil generalitzada
Miopatia infantil benigna
Miopaties de I'adult

Sd de Leigh
Encefalomiopatia
neurogastro-

Intestinal mitocondrial

DNA mitocondrial (materna | Sd de Kearns-Sayre Monoenzimopatia o
0 casos esporadics) Sd de Pearson multienzimopatia
Oftalmoplégia externa generalitzades
progressiva
MERRF
Comunicacions entre els Oftalmoplégia externa Multienzimopatia
genomes nuclear i progressiva congenita especifica de teixit o
mitocondrial (mendeliana) | Miopatia,nefropatia o generalitzada

hepatopatia infantils

mortals

Les atribuides a un defecte en un gen nuclear i transmeses per herencia

mendeliana es presenten en sindromes tals com:

Miopatia infantil greu, caracteritzada per hipotonia, debilitat i acidosi lactica
des del naixement, en ocasions associada a la sindrome de Toni-Fanconi, i mort per

insuficiéncia respiratoria abans del primer any (Zeviani i col, 1985);
Miopatia i cardiomiopatia infantil (Zeviani i col 1, 1986);

Miopatia infantil benigna, en la que els pacients tenen debilitat muscular
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intensa i sovint necessiten ventilacio assistida, pero als 2-3 anys de vida milloren i la

deficiencia de COX (ciclooxigenasa) reverteix (DiMauro i col, 1983);
Miopaties que es desenvolupen a la vida adulta (Haller i col, 1980);

Defectes combinats de diversos complexes que es presenten a la sindrome
de Leigh (encefalomiopatia necrosant subaguda) i en altres encefalopaties tals com

'anomenada neurogastrointestinal mitocondrial (Bardosi i col, 1987).

Les deficiencies de I'activitat de la COX associades a defectes en el DNAmt
inclouen gairebé tots els casos de sindrome de Kearns-Sayre o d’oftalmoplegia
externa progressiva (Johnson i col, 1983). La majoria d’aquests pacients presenten
deleccions de gran tamany en el seu DNAmMt que comprometen gens de diverses
subunitats de la COX.

1.5.2.5. Deficiencies del complexe V.

La major part dels casos descrits (miopaties pures, sindrome de Leigh, etc)
combinen deficiéncies de diversos complexes (Wallace i col, 1988). Una deficiencia
especifica del complexe V (CV) s’ha descrit en una dona amb debilitat a les
extremitats i presencia de fibres vermelles desestructurades (Schotland i col, 1976) i
en un nen amb debilitat i deficiencia de carnitina muscular que posteriorment va

desenvolupar demeéncia, ataxia i neuropatia periferica (Smyth i col, 1975).

1.5.3. Malalties cardiaques associades a defectes de la
cadena respiratoria mitocondrial.

1.5.3.1. Miocardiopatia dilatada i alteracions mitocondrials.

Es conegut que en algunes citopaties mitocondrials el cor constitueix un dels
organs diana (Anan i col, 1995) i hi ha alguns treballs que suggereixen que un
subgrup de pacients afectats de miocardiopatia dilatada idiopatica poden patir una
citopatia mitocondrial (Ozawa i col, 1990/ Hattori i col,1991/ Marin-Garcia i col, 1994/
Suomalainen i col,1992/ Li i col, 1995). Aquest fet es fonamenta en la troballa de

guantitats variables de DNA mitocondrial del-leccionat en els miocardiocits d’aguests
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pacients, dels que podrien derivar-se alteracions de la cadena respiratoria
mitocondrial. La quantitat de DNA mitocondrial del-leccionat és petita i és dificil
deduir implicacions patogenetiques de causa-efecte sobre la cadena respiratoria
mitocondrial, ja que en persones sanes d’edat avancada també poden detectar-se
les mateixes alteracions. Contrariament, Suomalainen i col (1992) han descrit una
dona i el seu fill afectat per una miocardiopatia dilatada idiopatica, trobant-se en el fill
(la mare no va poder ser estudiada) un percentatge de DNA del-leccionat al cor i al
muscul esqueléetic del 50% i el 65% respectivament. Hi ha un uUnic estudi del
comportament dels enzims de la cadena respiratoria mitocondrial en un pacient amb
miocardiopatia dilatada (Marin-Garcia i col,1994). En aquest estudi es va constatar
un important descens a lactivitat dels complexes I, Ill i V i lanalisi del DNA
mitocondrial va mostrar una del-leccié de 4,7 Kb que incloia subunitats de tots els

complexes anteriorment mencionats.
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HIPOTESI DE TREBALL

La hipotesi general de I'estudi és que a la MCDI la presencia de la sintetasa
induible de I'0xid nitric (NOS II) a nivell del miocit, pot estar condicionada per la
presencia de citoquines alliberades durant un procés inflamatori. L’augment d’oxid
nitric (NO) secundari a la NOS Il afectaria negativament la contractilitat miocardica.
Si aquesta hipotesi és certa, les citoquines s’haurien d’expressar i estar elevades en
fases més inicials de la malaltia. D’altra banda el mecanisme d’actuacio de I'0xid
nitric per produir disfuncid6 miocardica podria ser la interaccié entre el NO i els

enzims de la cadena respiratoria mitocondrial.

OBJECTIUS

Aprofundir en el coneixement de I'etiopatogénia de la miocardiopatia dilatada
(MCDI) analitzant:

1. Expressio del mRNA de la sintetasa induible de I'0xid nitric (NOS II) al miocardi
de pacients amb MCDI.

2. Producci6 de nitrits/nitrats (NO2-NO3) a serum com a resultat de la induccio de la
NOS II.

3. Patr6 de citoquines en sérum en pacients amb MCDI en diferents fases
evolutives de la malaltia, aixi com la seva relacio amb I'expressié de la NOS II.

En concret s’analitzaran les segients citoquines: sIL-2R, IL-6, TNF-a, sIL-

6R, TNF-IR, TNF-IIR.

4. Activitat dels enzims de la cadena respiratoria mitocondrial a la MCDI com a ultim

mecanisme sobre el que actua el NO.
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3.1. NOSIITA LA ICC

A la patogenia de la miocardiopatia dilatada idiopatica (MCDI), s’han
involucrat diferents mecanismes com factors familiars i geneétics, alteracions
metaboliques i immunologiques, disfuncio energética i insults citotoxics. Les troballes
d’aquest estudi demostren I'existencia d’expressioé de NOS Il en mostres del ventricle
de tots els pacients amb MCDI, perd molt rarament en pacients amb miocardiopatia
dilatada d’origen isquémic o infart agut de miocardi i mai en els controls, aquest fet
suggereix que el NOS Il té un paper important a la patogénia de la MCDI.

A la literatura I'expressio de NOS Il als pacients amb ICC ha estat tema de
controvérsia (Haywood i col, 1996; Fukuchi i col, 1998; Drexler i col, 1988).
Probablement els diferents resultats es deuen a que la poblacié estudiada amb ICC
no és homogenia, doncs hi ha pacients amb ICC en diferents classes funcionals de
la NYHA (lI-1V), mentre que en el present estudi tots els pacients seleccionats
estaven en CF IV i a la vegada els pacients controls (donants) també van ser
seleccionats en base a l'abséncia d’infeccid, ni malalties concomitants que
poguessin alterar el resultat i tampoc haguessin estat ventilats mecanicament més
de 12 h.

El fet de que la poblacié d’aquest estudi fos tan homogenia (a diferencia dels

estudis citats) podria explicar la diferencia amb els resultats d’algun d’aquests autors.

Una altra evidéncia que recolza aquesta expressiéo de NOS Il a la MCDI és
'augment de les concentracions sériques de NOy. Encara que en aquest estudi no
s’hagin realitzat determinacions directes de I'activitat del NOS Il, s’han mesurat les
concentracions seriques de NOy, com un metode indirecte de I'activitat de la NOS I
(Winlaw i col, 1994).

3.2. CITOQUINES I NOSIIALAICC

S’ha demostrat que diferents citoquines com la interleuquina-1p (IL-1B) i el

TNF-oo poden causar expressio de la NOS Il en els cardiomiocits d’alguns animals

(Tsujino i col,1994; Satoh i col, 1997). Altres estudis (Schulz i col 1992) han suggerit

que la sintesi d’oxid nitric a I'endocardi i miocardi regulen la funcié cardiaca d’'una
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forma paracrina i autocrina. També s’ha demostrat que en condicions que s’associen
amb nivells plasmatics elevats de citoquines, com el shock septic, es produeix una

depressi6 de la contractilitat miocardica (Kilbourn i col, 1990).

S’ha suggerit (De Belder i col, 1993) que una disfuncié miocardica severa es
pot atribuir a una produccio excessiva de NO com a consequiéncia de I'expressio de

la NOS-II al miocardi i als vasos induida per citoquines. Més recentment (Satoh i
col,1997) demostra que la NOS Il es coexpressa amb el TNF-a al teixit miocardic

obtingut d’'un subgrup de pacients amb MCDI i disfuncié ventricular moderada-
severa. Per tot aixd podem dir que I'expressio de la NOS Il induida per citoquines,
comporta una excessiva produccido de NO al miocardi i que aquest pot reduir la

contractilitat cardiaca i canviar la morfologia ventricular.

Cal també destacar que el NO pot actuar per diferents mecanismes, com és la
mort cel-lular programada (apoptosi), efectes citotoxics, regulant el consum d’oxigen
per part del miocit i inhibint la resposta inotropa positiva a I'estimulacié -adrenérgica

(Drexler i col, 1988). Tots aquests mecanismes poden conduir a una disfuncié

miocardica i per tant afectar el pronostic dels pacients amb ICC.

Per tant és important centrar el paper que tenen les citoquines en la disfuncio
ventricular en els pacients amb ICC. Els nostres resultats demostren que
determinades citoquines (IL-6, TNF-a, slL- 2R) estan elevades al sérum dels
pacients amb ICC i que els nivells sbn més elevats a mesura que empitjora la CF de

la NYHA. Agquests resultats son coherents amb altres estudis (Levine i col, 1990;
Ferrari i col, 1995 i Munguer i col, 1996).

3.3. CITOQUINES ACTIVACIO NEUROHORMONAL I ICC.
VALOR PRONOSTIC

Estudis previs indiqguen que l'activacié de citoquines periféerica és independent
de I'etiologia de la ICC (Torre-Amione i col, 1996; Testa i col,1996).

En el nostre estudi la IL-6 va ser identificada en els pacients amb ICC com el

predictor independent més important de noves descompensacions, mort 0 necessitat
de trasplantament cardiac. La IL-6 fou un predictor millor que el TNF-a, les

neurohormones plasmatiques o la funcio ventricular esquerre. Per tant la IL-6 pot ser
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atil per identificar els pacients amb pitjor pronostic.

Alguns estudis han analitzat el poder predictiu de la IL-6 elevada en els
pacients amb ICC. Encara que la relacid entre I'activaci6 de les neurohormones
plasmatiques i I'alliberacié de citoquines no es coneix bé, els resultats del nostre
estudi indiquen que l'angiotensina II, l'activitat de la renina plasmatica i la
noradrenalina sén predictors d’increment d’IL-6, suggerint una relacié entre les

neurohormones i l'activaci6 de les citoquines. Les neurohormones també son
predictors dels nivells elevats en serum de sIL-2R, el TNF-a i els seus receptors

solubles 1i Il. Agquests resultats sén similars als de Koller-Strametz i col (1998), que

també va demostrar una correlacio significativa entre la IL-6 i el TNFR-II.

Per tant, donat que les citoquines poden actuar localment com a reguladors
dels leucocits (altres citoquines i cel-lules endotelials) de forma paracrina i autocrina
és possible que la seva activacio pugui donar lloc amb un augment de l'alliberacio de

la IL-6 i aquesta de forma secundaria induir la NOS II.

El nostre estudi també demostra que el TNF-a,, els seus receptors 1 lI, IL-1[3 i

la sIL-2R s’associaven de forma univariada també a més morbilitat durant el

seguiment, pero eren predictors menys importants de mal pronostic que la IL-6,

mentre que els receptors del TNF-a eren millors predictors de complicacions que el

TNF-o per ell mateix. Ferrari i col han publicat també un resultat similar en pacients

amb insuficiencia cardiaca severa. Degut a que les accions del TNF s’inicien lligant-
se als receptors de la membrana cel-lular, els receptors del TNF poden actuar com

inhibidors competitius dels receptors cel-lulars, modulant aixi la resposta activada.

Lommi i col (1997) postulen la hipotesi de que l'activacié de les citoquines és
un mecanisme compensador en el context d’'una vasoconstriccidé severa induida per

I'angiotensina Il i la noradrenalina.

Encara que la relacio entre I'activacié de les neurohormones plasmatiques i
I'alliberacié de citoquines no esta encara ben establerta, els resultats d’aquest estudi
indiqguen que l'angiotensina Il, l'activitat de la renina plasmatica i la noradrenalina
eren predictors de valors més elevats d’IL-6, suggerint una relacié entre les

neurohormones i I'activacio de les citoquines. Recentment, també Tsutamoto (1998)
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ha trobat una correlacié significativa entre els nivells d’IL-6 i la noradrenalina
plasmatica. Per tant, es creu que l'activacio del sistema nervids simpatic que dona
vasoconstriccid pot desencadenar l'activacié local d’IL-6 a nivell de les ceél-lules
musculars llises vasculars o a nivell endotelial com a mecanisme compensador
induint la vasodilatacié depenent de I'0xid nitric. A més a més, donat que l'activacio
de la IL-6 pot derivar-se dels leucocits i els leucocits també estan regulats per les
catecolamines, I'activacié augmentada del sistema nervios simpatic que es produeix

a la insuficiencia cardiaca pot jugar un paper a l'activacio de la IL-6.

3.4. NO | CADENA RESPIRATORIA MITOCONDRIAL

El paper del NO en el control del metabolisme mitocondrial no esta ben
establert. Grayer i col van demostrar una interaccié entre el NO i els enzims
mitocondrials en estudis amb cultius cel-lulars de macrofags citotoxics sobre cel-lules
neoplassiques. Els macrofags induien una reduccido del transport d’electrons
mitjancant la inactivacio dels complexes | i Il de la cadena respiratoria i de I'aconitasa
del cicle de Krebs. Aquest efecte es va demostrar que era depenent de la L-arginina,
inhibida pels bloquejadors i que s’inhibia pels bloquejants de la NO sintasa i per tant

que era depenent del NO.

Estudis com el de Cleeter i col (1994) han demostrat una interaccié fisiologica
del NO amb altres enzims respiratoris. En aquest estudi es va veure que
concentracions nanomolars de NO competien de forma reversible amb I'oxigen pel

lloc d’'unié amb la citocrom C oxidasa, inhibint el transport d’electrons a oxigen.

Loke i col també han demostrat que agents que estimulen l'alliberacio de NO
endogen com la bradiquinina, I'amlodipi o el ramipril , disminueixen de forma
significativa el consum d’oxigen tissular en el miocardi amb insuficiéncia cardiaca.
Aquest efecte s’atenuava en presencia de L-NAME (inhibidor de la NO sintasa),

suggerint un paper del NO en la regulacio de la respiracié mitocondrial.

L’alteracié del metabolisme energétic cardiac es considera que és una de les
principals causes de MCDI (Kelly i col,1996). Donat que el cor depén molt del
metabolisme oxidatiu, la disfuncid mitocondrial pot tenir un paper primari en aquestes
alteracions. De fet s'ha trobat afectacié cardiaca en un gran nombre de malalties

mitocondrials, bé associades a simptomes neuromusculars 0 amb menys freqiéncia
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com la principal alteracio clinica (Anan i col, 1995).

En el nostre estudi, vam analitzar l'activitat dels enzims de la cadena
respiratoria en homogeneitzat de cor de 17 pacients amb ICC en fase terminal. La
troballa principal fou una disminucio significativa en I'activitat enzimatica del complex
Il mesurada de forma aillada o conjuntament amb el complex | (I + llI),
independentment de si s’expressava com mg de proteina o es corregia per I'activitat
de la citratsintasa. Marin-Garcia i col (1994) també va trobar una reduccié anormal
de l'activitat d’alguns enzims mitocondrials a la MCDI, sent el complex Il el que
estava més frequentment disminuit. Altres autors havien trobat previament, resultats
similars (Buchwald i col, 1990), perd aquests estudis no incloien grups control
apropiats. D’altra banda, dos altres estudis mostraven un augment de I'activitat del
complex Il en la MCDI (Maurer i col, 1993; Bornstein i col, 1998), suggerint algun
tipus de mecanisme compensatori mitocondrial a la insuficiencia cardiaca. Aquests
estudis de tota manera, diferien del nostre en alguns aspectes metodologics, doncs
I'activitat del complex Il no es mesurava directament, sing a través de I'activitat dels
complexes I+l i lI+1ll, a més alguns pacients no estaven en classe funcional 1V de
la NYHA.

De tota manera, és probable que depenent del moment en que s’avalua la
insuficieéncia cardiaca hi hagi un augment compensatori en I'activitat enzimatica i que

la disminuci6 sigui un fenomen tarda, com trobem en el nostre estudi.

Podria ser, que la disfuncié cardiaca que trobem a les miocardiopaties
dilatades, produis una alteracié secundaria al mtDNA, ja sigui a través d’un augment
en la produccié de radicals lliures o a través d’altres mecanismes desconeguts.
S’han proposat mecanismes similars per explicar algunes malalties

neurodegeneratives, aterosclerosi i I'envelliment (Knight i col, 1998).

3.5. DISCUSSIO CONJUNTA

Diferents estudis clinics han demostrat que pacients amb insuficiencia
cardiaca expressen nivells excessius de citoquines en serum (Sasayama i col,1999).

La sindrome de la insuficiencia cardiaca engloba pero diferents tipus de
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cardiopaties. Les miocardiopaties dilatades, les miocardiopaties hipertrofiques o la
cardiopatia isquémica entre altres. Sasayama va desenvolupar models murins
d’aquestes patologies. En el model muri de miocarditis, les citoquines inflamatories
eren induides rapidament al miocardi i es continuaven expressant durant la fase
cronica quan el cor assumia el patré tipic de miocardiopatia dilatada. En el model
muri en que el ventricle estava sotmes a una sobrecarrega de pressio, el miocardi
primer desenvolupava una hipertrofia adaptativa i les citoquines tenien un paper
significatiu en aquest procés accelerant el creixement dels miocits i alterant la funcié
diastolica. En el model muri de cardiopatia isquémica, el miocardi no-isquemic
desenvolupava hipertrofia a expenses de les citoquines inflamatories que estaven
sintetitzant-se continuament al miocardi sa. Per tant, alguns aspectes de la
insuficiencia cardiaca poden ser secundaris a alteracions de la funcié i canvis

estructurals del ventricle induits per citoquines.

També s’ha demostrat que els nivells de citoquines en serum es
correlacionen amb la severitat de la ICC. De tota manera, la diana de I'efecte biologic
de les citoquines sembla més determinat per I'érgan productor que pels nivells

serics.

Les citoquines proinflamatories poden modular les funcions cardiovasculars
per una varietat de mecanismes. Un d'aguests mecanismes és l'augment de
I'activitat de la NOS Il al miocit i per tant un augment d’alliberament de NO. NO i
cGMP indueixen una resposta contractil bifasica concentracio-depenent, dosis
baixes de NO causen una resposta inotropica positiva i dosis altes s’associen a
inotropisme negatiu (Drexler i col,1999).

L’'accio del NO sobre la mitocondria i concretament sobre la cadena
respiratoria mitocondrial és encara tema d'estudi, pero Cleeter i col (1994) van
descobrir que el NO inhibeix de forma reversible la cadena respiratoria a nivell del
complexe IV (citocrom C oxidasa). En el nostre estudi no varem trobar disminuci6 de
I'activitat enzimatica del complexe IV, perdo en canvi es va trobar una disminucio
significativa de I'activitat del complexe Ill de forma aillada o conjuntament amb el

complexe | (I+111).

Aguesta tesi aporta noves evidencies sobre els mecanismes patogénics de la

ICC. Partint de les citoquines proinflamatories que indueixen I'activacié de la NOS Il,
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creant un excés de NO que podria actuar de forma final a nivell de la cadena

respiratoria mitocondrial, traduint-se en un efecte inotropic negatiu sobre el miocit.
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1. En el miocardi dels pacients amb MCDI en classe funcional 1V, la NOS II
s’expressa de forma constant. Aquest fenomen es produeix rarament en cors

dilatats d’altres etiologies i mai en el miocardi sa.

2. Aguesta troballa sembla indicar que la NOS II pot tenir un paper especific a la

patogenia de la disfuncié contractil en pacients amb MCDI.

3. Els pacients amb MCDI tenien uns nivells de NOx molt superiors als nivells de
normalitat del nostre laboratori. Mentre que els nivells de NOx en els pacients
amb cardiopatia isquémica i en els controls era normal. Aquest resultat reforca
la primera conclusio i recolza el fet de que la NOS Il expressada en exceés, sigui

la causant d’aquest increment de produccio de “NOX”.

4.  Els nivells de citoquines en sérum estan augmentats de forma significativa en
els pacients amb insuficiencia cardiaca comparat amb els controls i els seus
valors augmenten a mesura que empitjora la seva classe funcional de la NYHA.
Cal destacar que no hi ha diferéncies en el patré6 de citoquines segons
I'etiologia de la ICC.

5. Als pacients amb MCDI, nivells patologics d’IL-6 es van associar a una fraccio
d’ejeccio més baixa, meés incidéencia de classe funcional IlI-1V i pitjor pronostic.

6. Els nivells d'IL-6 elevats a serum poden contribuir a lesi6 miocardica cronica
(independent de l'activacié del sistema renina-angiotensina) i tenir un paper

important a la progressioé de la malaltia.

7. La IL-6 en sérum es va identificar durant el seguiment com el predictor
independent més important de nous episodis d’'ICC, éxitus 0 necessitat de
trasplantament cardiac. Es un millor predictor que les neurohormones
plasmatiques o la funcioé ventricular esquerra. Per tant la IL-6 és un predictor

important de mal pronostic.
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10.

Aquest estudi també demostra que encara que els nivells de TNF-a, receptors |

i Il del TNF-0., IL-13 i el sIL-2R s’associen a més morbilitat durant el seguiment.

Aquests eren uns predictors menys importants de mal pronostic que la IL-6.

A la vegada els receptors solubles del TNF-o eren millors predictors d’incidents

qgue el mateix TNF-a.

S’ha trobat una disminucido de lactivitat del complexe Il de la cadena
respiratoria mitocondrial tant en els pacients amb MCDI com en els pacients
amb cardiopatia isquémica en fase dilatada. El fet de trobar-ho en diferents
etiologies d’'ICC recolza la hipotesi de que es tracta d’'un fenomen secundari i
no d’'una malaltia primaria de la mitocondria en la majoria de pacients amb
MCDI.
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